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l. RES,J'\lEN. 

Se detenninó el efecto de la diabetes materna inducida con estreptozotocina (STZ) , sobre 
la placenta de 20 días de gestación. Se utilizaron 85 ratas hembras gestantes con un peso de 
250-350g rle la cepa Sprague-Dawley. A 51 el día 6 de la gestación se les inyectó 
intraperitonealmente (ip) 50mg/kg de peso de STZ (El). a 23 se les inyectó ip 60mg/kg de 
peso de STZ el día 6 de la gestación (EII), a 6 se les inyectó amortiguador de acetatos 0.1 M 
pH 4.3 (CI) y 5 se puncionaron con aguja del mismo calibre que los otros lotes (CII). Se 
consideraron diabéticas las ratas con niveles'."'.: 200 mg/dl de glucosa sérica a las 48 horas 
de la inducción. Se determinó la glucosa sérica, cetonuria, glucosuria y el peso corporal 
cada semana. 
El día 20 de la gestación se sacrificaron las ratas por dislocación cráneo cervical, se 
disecaron y extrajeron los fetos, registrándose el número de reabsorciones, el número de 
fetos viables su peso y talla. 
Se obtuvieron las placentas y se registró su peso y su diámetro, se disecaron y se 
procesaron para microscopia de luz. Se realizaron cortes histológicos que se tiñeron con las 
técnicas de hematoxilina-eosina, Van Gieson. Masson y Pass- Schiff. 
El peso y el diámetro de las placentas de ratas diabéticas de 20 días de gestación fue mayor 
que en los lotes controles. El número de fetos por camada fue menor en los lotes 
experimentales. El peso y la talla de los fetos controles fue mayor que el presentado por los 
lotes experimentales. El número de reabsorciones es mayor en los lotes experimentales, 
siendo aún mavor en el lote El!. 
En las tres Z<;nas de la placenta de rata diabética comparadas con las controles se 
observaron cambios morfológicos; en la zona laberíntica el mcsénquima fetal se encuentra 
auir.cntado. con abundantes vasos fetales inmersos en él, los sinusoides matemos son de 
mayor calibre. y separan a las células del trofoblasto entre las vellosidades aumentando el 
grosor de la barrera placentaria. El espongiotrofoblasto es extenso y está delimitado por 
células del trofoblasto. su distribución es unifonne y en él pueden observarse células 
gigantes del trofoblasto que presentan gran cantidad de glucógeno en su interior. 
La inducción de diabetes con 50 y 60 mg/kg de peso de STZ es igualmente efectiva, siendo 
la dosis de 50mg/kg menos tóxica. La dosis de 60 mg/kg de peso de STZ disminuye en 
fomm significativa el número de placentas. fetos y aumenta el número de reabsorciones. 
La combinación de hiperglucemia. hipercctonemia e hipoinsulinemia inducen mayores 
alteraciones en el desarrollo de los fetos de ratas diabéticas. 



1. ANTECEDENTES. 
1.1. DIABETES MELLITUS. 

La diabetes mellitus es una enfennedad crónica progresiva que se está convirtiendo en uno 
de los principales problemas de salud a nivel mundial, debido al incremento en su 
prevalencia, cronicidad y complicaciones tardías incapacitantes. 

Estudios realizados por King y colaboradores ( 1998), indican que la prevalencia de la 
diabetes tipo 2 aumentará del -1% que se había calculado en 1995 a 5.-1% en 2025. El 
número de adultos diabéticos en el mundo aumentará de 135 millones que había en 1995 a 
300 millones en 2025 y la mayor parte de este incremento ocurrirá en los países en vías de 
desarrollo en los que aumentará 170% con 228 millones de pacientes diabéticos. En el 2025 
m:is de' 75% 'le !ns pacier.'.es dial::'t;cos ha1'itnrán en paises en vías :!el desarrcllo ;· su• 
edades fluctuarán entre -15 y 6-1 a11os y habrá más mujeres que hombres diabéticos que se 
concentrarán en las áreas urbanas. 
Para México los cálculos resultan alarmantes. ya que la prevalencia de esta enfermedad que 
era de 7.7% en 1995 se incrementará a 12.3% para 2025 lo que significará que 11.7 
.nillones de mexkanos serán diabéticos ( 1,-1). 

En 1970 en México la diabetes mellitus era la sexta causa de mortalidad en personas 
mayores de 60 años (-11 1 defunciones por cada cien mil personas). per..i esta frecuencia 
aumentó un 175% en 1980 pasando al quinto lugar (720 defunciones por cada cíen mil 
personas) y posteriormente en 1990 se incrementó nuevamente un 121 %, siendo en éste año 
la cuarta ~ausa de mortalidad (869 defunciones por cada cien mil personas (2.3). En 1995 
era la segunda causa de mortalidad hospitalaria con un total de 31-18 defunciones por cada 
cíen mil habitantes (2). 

Estos datos por demás preocupantes hacen necesario realizar todo esfuerzo que esté a 
nuestro alcance para prevenir el desarrollo de esta enfermedad y para brindar a estos 
pacientes diversas alternativas de tratamiento antes de que desarrollen las complicaciones 
tardías, que necesariamente provocarán un deterioro en su calidad de vida y finalmente su 
muerte. 
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1.2. CONCEPTO Y CLASIFICACIÓN. 

La Diabetes mellitus es un padecimiento multifactorial, caracterizado por la carencia 
absoluta o relativa de insulina, que se manifiesta con estados de hiperglucemia. El concepto 
actual sobre la diabetes señala que la enfermedad, mns que ser un solo desorden, es un 
síndrome caracterizado por hiperglicemia crónica, existiendo al menos cuatro grandes tipos 
de la enfermedad (5). 
l. Diabetes tipo 1.- anteríorme"nte conocida come Diabetes tipo 1 o Diabetes Mellitus 
Insulina-dependiente (IDDM), incluye a pacientes con destrucción ideopática o inmune de 
las células p del páncreas. 
11. Diabetes tipo 2.- anteriormente conocida como Diabetes tipo 11 o Diabetes Mellitus no 
Insulina-dependiente (NIDDM). incluye pacientes con resistencia tisular a la acción de la 
insulina que pueden presentar de manera paralela defectos en la secreción de esta hormona. 
111. Otros tipos de diabetes.- inducida por defectos genéticos a nivel de las células p del 
páncreas qu~ son heredados en forma aut..1só.n:ca domin.füte o a nívd de a:ter::.ciones en l.i 
estructura de la molécula de insulina, por enfermedades del páncreas exócrino, por 
endocrinopatias. por drogas capaces de inducir el estado diabético, por infecciones, por 
mediación inmunológica o por síndromes asociados a la enfermedad. 
IV. Diabetes gestacíonal.- comienza en el embarazo y desaparece después del parto. En 
estos casos, el efecto de la insulina es bloqueado parcialmente por hormonas antagonistas 
producidas por la placenta a partir de la vigésimocuarta semana de la gestación humana por 
lo que se dice que el embarazo es un estado diabetogénico per se. 

La expresión de diabetes mellitus por sí sola no define la enfermedad, pero en la práctica 
cualquier trastorno que produzca elevación de la glucosa plasmática después de ayuno 
tiende a denominarse diabetes mellitus. Esta enfermedad está determinada genéticamente y 
el sujeto que padece diabetes mellitus presenta alteraciones del metabolismo de 
carbohidratos. grasas y proteínas. Cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo. se 
caracteriza por hiperglucemia en ayunas y. en la mayoría de los pacientes con larga 
evolución de la enfem1edad. por complicaciones microangiopáticas. en especial renales y 
oculares, así como microangiopatia con afección a las arterias coronarias, entem1edad 
vascular periférica y neuropatia. La diabetes afecta a casi todos los tejidos del organismo de 
manera severa al sistema cardio vascular, sistema nervioso central y al genital- urinario (6). 

Aunque la deficiencia de insulina puede ser reducida con la dieta. el ejercicio, la terapia con 
agentes hipogluceminntes o la administración de insulina, no siempre se logra evitar el 
desarrollo de las complicaciones crónicas que acompañan a esta enfermedad (6). 
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1.3. DIABETES EXPERIMENTAL 

La imposibilidad práctica y ética de realizar los estudios de la embriopatia diabética en 
humanos en las primeras etapas del desarrollo que es en la que ocurre el mayor daño hace 
necesario recurrir a modelos animales que puedan proveer una aproximación directa e 
identificar los factores teratógenos y mecanismos a través de los que opera. Las 
observaciones en éstos pueden extrapolarse al hombre después de un análisis riguroso (7). 

1.3.1. INDUCCIÓN DE LA DIABETES. 

La diabetes puede ser producida experimentalmente por cirugía, infección viral y la 
administración de hormonas o de agentes quím;cos (7,8). 

1.3.2. MODELOS DE DIABETES ESPONTÁNEA. 

La diabetes espontánea en animales es relativamente común. Desde 1851 Leblanc 
documentó el caso de diabetes espontánea en un mono. Posteriormente se ha documentado 
la presencia ocasional de diabetes en gatos. perros, ardillas. zorros, delfines. hipopótamos, 
antílopes y animales de granja. La diabetes en la mayoría de estos animales está 
frecuentemente caracterizada por obesidad, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. En 
el caso de animales no obesos las características son hipoinsulinemia, cetosis y dependencia 
a la insulina. La enfermedad puede ser inducida en muchos animales, particularmente en 
roedores de laboratorio. utilizando una variedad de agentes químicos y otros 
procedimientos experimentales (7,8.9.10). Los modelos genéticos que semejan a la diabetes 
mellitus tipo 2 son producidos por la selección de una mutación espontánea o por ingeniería 
genética. Son muchos los ejemplos incluyendo el ratón db/db, el ratón ob/ob. ratón kkk, 
ratón NZO. rata faifa Zucker. y rata diabética faifa Zucker. Muchos de estos modelos 
muestran varios grados de glucemia. insulinemia y obesidad. 
Los modelos genéticos de Diabetes tipo 1 incluyen el ratón NOD y la rata diabética BB. 
En el cuadro 1 se muestran algunas características de animales con diabetes espontánea. 
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CUADRO 1. Características Je algunos animales con diabetes inducida. 
Nombre Constituci Insulina Tipo de Cetosis Célulap 

ón plasmática diabetes 
Rata BB (Bio- delgada Muy baja tipo 1 ++++ Insulinitis. Necrosis de las 
Breder) células p 
Ratón NOD delgado baja tipo 1 +++ Destrucción autoinmune 
(diabético no mediada por células T 
obeso) Jcl:!CR 
Hámster Chino delgado normal o baja tipo 1 + Degranulación, .¡, en el 
(Cricetulus número de células p; con 
griseus) cetosis: necrosis 
Hámster Sudáfrica delgado ? tipo! ++ Hiperplasia e infiltración de 
(Mysromys glucógeno; con cetosis: 
albicaudatus) .. necrosis 
Perro Keeshond clelgado baja tipo 1 +++ Ausencia de células p; 

. células p solitarias . 
Ratón C57BL/ 6J muy Inicio muy tipo 2 Inicio: dcgranulación; 
ob/ob obeso alta, después - después: hiperplasia y 

normal. regranulación. 
Ratón C57BL/KsJ muy ! nicio: alta, tipo 2 ocasional- Inicio: degranulación, 
db/db obeso después mente después: necrosis de células 

normal p 
Ratón obeso de obeso Alta tipo2 - Inicio: Aumento de la 
Nueva Zelanda insulina pancreática. 
(NZO) 
Ratón amarillo obeso Alta tipo2 - Hipenrotia e hiperplasia 
Ratón KK obesidad Alta tipo 2 - Hipenrotia e hiperplasia 

moderada 
Ratón amarillo- obesidad Alta tipo2 - Hipenrotia e hiperplasia 
KK moderada 
Rata obesa de la obesa Alta · .. tipo2 - Inicio: alargamiento de 
cepa Zukcr (faifa islotes; después: .¡. insulina 
Zuker) pancreática, .¡. número de 

células p. 
Rata de arena obesa Alta tipo 2 ocasional- Alargamiento de los islotes: 
(Psammomys mente degranulación de células p; 
obesus) depósitos de glucógeno; con 

cetosis: necrosis 
Ratón rápido??? obeso Alta tipo2 · ocasional- Hipenrotia e hiperplasia 
(Acomys mente masiva 
cahirinus) ·. 

Ratón híbrido obeso Alta tipo2 - Hiperplasia. hipenrotia y 
Wellesley (C3hf degranulación de las células 
X[) p. 
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Hámster obeso Alta 
Djungarian 
(Phodopus 
sungorus) 
Tuco-tuco muy ? tipo 2? 
(Ctenomys obeso 
talarum) 
Simio negro delgado Normal ? 
(Macaca nigra) 
Mono re he sus obesidad Inicio: alta, tipo2 
(Macaca mulatta) central después: baja 

1.3.3. MODELOS DE DIABETES INDUCIDA 
1.3.3.1. INDUCCIÓN QUIRÚRGICA. 

Alteraciones en la secreción 
de insulina. 

Los primeros intentos de inducir la diabetes experimental se realizaron en perros a través de 
la pancreatectomia parcial o total. Este procedimiento también fue el primero que se utilizó 
para causar diabetes en ratas gestantes. Posteriormente mediante la lesión selectiva de las 
células del núcleo ventromedial del hipotálamo de ratas, se logró que éstas desarrollaran 
una diabetes experimental que semeja a la tipo 2, presentando obesidad, hiperglucemia, 
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (7). 

J.3.3.2. INDUCCIÓN HORMONAL 

Las llamadas hormonas "anti-insulina" como In epinefrina, el glucagon, los 
glucocorticoides y la hormona de crecimiento, tienen un efecto antagónico al de la insulina. 
Cuando la epinefrina y el glucagon se encuentran en cantidades elevadas, ya sea por In 
presencia de tumores o por la respuesta al estrés, se reduce la tolerancia a la glucosa y se 
presenta la hiperglucemin. La epinefrina y el glucagon administrados en altas dosis a 
animales, tienen el mismo efecto anti-insulina que el que se presenta en humanos. 
Incluso se ha reportado la presencia de hiperglucemia e hiperplasia de las células beta del 
páncreas en animales a los que se les administró hidrocortisona o ACTH (8,9). 
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1.3.3.3 INDUCCIÓN VIRAL. 

Los virus representan otro mecanismo de inducción de la diabetes, están asociados con el 
desarrollo de la diabetes tipo 1 en humanos y en animales. Pueden destruir directamente a 
las células p por efecto citolítico propio del virus o bien actuar indirectamente por una 
respuesta autoinmune iniciada y aumentada por el virus. La presencia de diabetes en estos 
casos, se correlaciona con la habilidad de las células p para mantener la duplicac!ón viral 
cuadro 2 ( 1 1 ). 

Cuadro 2 . Virus que inducen el desarrollo de diabetes. 
Virus Tipo Huésped Factores Características 

Genéticos 
Enccfalo- RNA ratón + Producen degranulación de células 

Mio-Carditis hámster + p y necrosis. 
(EMC) 

Coxsackie B RNA ratón + Intlamación focal exócrina con 
primates no + lesiones necrotizantes; alteraciones 
hÚmanos no finas de células P sin necrosis. 
humanos determinado 

Rctrovirus RNA ratón + Necrosis de islotes focal a extensa. 
humanos no 

determinado 
Virus bovino RNA ganado no Necrosis de células p. 

determinado 
Virus DNA rata + 

Kilham de la 
rata 

Citomcgalo- DNA humanos no 
virus determinado 

Epstcin-Barr DNA humanos no { :; -
determinado .. 

Varicela DNA humanos no 
zoster determinado 
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1.3.3.-'. INDUCCIÓN QUÍMICA. 

Existen diferentes sustancias capaces de producir diabetes: 
•Las sustancias que son tóxicas para las células beta del páncreas que las destruyen, 
produciendo un efecto citotóxico irreversible. 
•Las que actúan sobre las células beta del páncreas produciendo un efecto citotóxico 
reversible. -
•Las que aumentan los requerimientos endógenos de insulina, debilitan ,d páncre~s y 
secundariamente producen diabetes Cuadro 3. (8,9,10). 

· En general, los agentes. químicos de la primera. c~tegCirla • ~io~~~e~;·les;ig~e~ q~~ ocu~en 
durante. la destn1cción de la ~élula p semejante a leí' q':'e oéun:e éon la\iiábi!teslipo l. Escos 
agentes permiten estudiar a los modelos animales por ~iempós prolongados ya que producen 
lesiones prácticamente a largo plazo. · 

Cuadro 3. Agentes químicos inductores de diabetes. 
Agentes con efectos Agentes con efecto 
citotóxicos irreversibles en citotóxico reversible en Otros agentes 
las células beta las células beta 
Aloxana 6 aminonicotinamida Anticuerpos anti-insulina 
Estrepto;.otocina L-asparginasa Somatostatina 
Di[enilthiocarbazina Azida Catecolaminas 
Oxine-9- Cianida Gl ucocorticoides · 
hidroxiquinolona Ciproheptamina Glucagon 
Vacar Ácido dehidroascórbico 

Fluorida 
lodoacetato 
Malonato 
Tiazidas 
2-deoxiglucosa 
Mannoheptulosa 

Los agentes químicos más utilizados en la illdllcción ae diabetes por sus efectos citotóxicos 
irreversibles en las células 13 son lá alóxáná'y la estreptózotócina. Ambos son citotoxinas 13, 
que dependiendo. de la dosis, pueden producir'efectos sectindarios .. 
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Aunque la aloxana: fue el "primé agente en ésta categoría, la estreptozotocina ha 
demostrado ser más efectiva y es el agente más utilizado para producir diabetes 
experimental. La estreptozoiocina tiene una gran selectiv;dad por la célula p (12), produce 
una menor mortalidad de los animales (13). 

1.3.3.4.l. ALOXANA. 

Fórmula, Vida Media y Acción. 

La aloxana fue la primera sustancia química descrita con capacidad diabetogénica. Aunque 
su mecanismo de acción aún no se conoce con exactitud, existe evidencia de su afinidad por 
la membrana de las células p del pancr~as (7). 
La aloxana, es un derivado del ácido úrico (2.4,5,6 tetraoxohexahydropyrimidina). Su 
capacidad para destruir las células p del páncreas en forma selectiva fue descrita por Dunn 
en 1946 durante sus estudios de nefrotoxicidad. Desde entonces se ha utilizado para la 
inducción de diabetes permanente en animales de laboratorio (14). (Figura 1 ). 

Figura 1 

o-

O-

o 
Aloxana 

La aloxana esta formada por anómeros a ) p ,es soluble en agua y ligeramente ácida en 
solución. Cuando se encuentra en solución a un pH 3 o menor, es estable a temperatura 
ambiente. A pH 7, debe conservarse por abajo de 4ºC para prevenir que se convierta en 
ácido aloxánico. Tiene un'I vida media de entre 1 a 2.8 min. después de la administración 
intravenosa de 50 a 100 mg/kg (14). 
El efecto dinbetogénico de In nloxnna es rápido, evidenciado por una hipoglucemia aguda 
una hora posterior a la adll}inistración seguida de una franca hiperglucemia a las 48 horas 
( 15). 
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La aloxana induce diabetes destruyendo las células J3 de los islotes pancreáticos. Una 
característica importante de la aloxana es que sus efectos diabetogénicos pueden ser 
bloqueados tanto por azúcares metabolizables como no metabolizables (O-glucosa y 3-0-
metil- O-glucosa). Se ha visto que este mecanismo protector de los azúcares es altamente 
estereo-específico siendo mayor para los anómeros a. También existe evidencia que 
sugiere que la aloxana actúa en un sitio de glucoreceptores responsable de la iiberación de 
insulina, que es diferente del sitio de transporte. 
El anómero et de la O-glucosa que tiene mayor efecto protector que el anómero p, es 
también un estímulo más potente para la liberación de insulina. Sin embargo el anómero J3 · 
es transportado más rápidamente al interior de la célula ( 15, l 6, 17). 

La dosis necesaria para inducir la diabetes varía dependiendo de la especie y la edad del 
t\nimal. Sin ~mbar¡;o s·~ !m vis:o que !~:; células J3 pancreática:; ti~nc!ea a recupcrars.: er. 
número y función a través del tiempo, lo que se ve reflejado en un aumento de los niveles 
sanguíneos de insulina, los cuales en ratas prácticamente se normalizan a los 20 días de 
inducción de la diabetes con aloxana (15,16). 

Okamoto al estudiar el mecanismo de acción de la aloxana propuso un modelo en el cual la 
fragmentación del ONA nuclear de las células J3 era importante para la inducción de la 
diabetes con acumulación de radicales hidroxilo y superoxido (18, 19). 

La alta toxicidad de la aloxana produce una elevada mortalidad en las ratas. Las dosis bajas 
de aloxana par3 inducir diabetes experimental, OLasionan una reducción parcial de la masa 
de células J3 y produce un moderado estado de deficiencia de insulina, sin cetosis y con 
resistencia a la insulina (15, l 6, 17,20.21,22). 

1.3.3.-4.2. ESTREPTOZOTOCINA 

Fórmula. Vida Media y Mecanismo de Acción. 

La cstreptozotociila (STZ) es un antibiótico de amplio espectro producido por 
Streptomyccs achromogenes que ha sido ampliamente utilizado como agente antitumoral y 
diabetogénico. Presenta una citotoxicidad específica in vivo sobre las células J3 del páncreas 
sin afectar otros tejidos. Es análoga de la glucosa (2-deoxi-2-[3 metil-3-nitrosourea] 1-D
glucopyranosa). Presenta una cadena de metil nitrosurea unida a la posición C2 de la D
glucosa (Figura 2). 
Está compuesta por isómeros a y J3 con respecto a la glucosa. Es inestable a temperatura 
ambiente, por lo que hay que mantenerla congelada. La STZ se descompone rápidamente 
en solución acuosa a un pH neutro y su estabilidad óptima se consigue a pH 4 (7,14,23,24). 
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Figura 2 
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La STZ tiene una vida media de 5 minutos y es eliminada de la circulación en un lapso de 
4 ¡> 6 horas. Se ha demostrado que su efecto "S ~-:vero e irr¡-versible. L~ hipe~gll'cemia que 
produce se considera como una forma especifica sin cetogénesis ni elevación de ácidos 
grasos libres (7). 

La STZ produce la degeneración de los islotes de Langerhans. A dosis bajas. puede 
ocasionar daño en el DNA y provocar apoptosis de las células 13 del páncreas, mientras que 
en dosis mayores la forma predominante de muerte celular es la necrosis. Administrada in 
1·im a dosis de 40 mg/kg. de peso por día durante 5 días consecutivos causa apoptosis, 
mientras que a dosis única entre 100 y 200 mg/kg. de peso provoca necrosis ele las células 13 
(25,26,27). . 

Aún no se sabe con exactitud cual es el mecanismo de acción de la STZ, aunque se han 
propuesto varios y más bien podría ser una combinación de éstos. La STZ se une a las 
membranas de las células 13 del páncreas. El reconocimiento de la STZ se da por un 
receptor específico en la superficie de las células 13 -mayor afinidad por el anómero a. de la 
parte glucosamina, el transportador de glucosa 2 (GLUT2). Se ha visto que las células que 
expresan transportador de glucosa 1 (GLUTI) pero no GLUT2, no se afectan por esta 
sustancia (28). 

Una vez dentro de la célula, ocurren frecuentemente 3 fenómenos responsables de la muerte 
de la célula 13: (Figura 3). 

1) Procesos de Metilación. El efecto deletereo de la estreptozotocina resulta de la 
degeneración altamente reactiva de iones carbonio (CH3» formados por la descomposición 
de la nitrosourea. Estos iones causan ruptura del DNA por alquilación de las bases de 
DNA en varias posiciones (29) originando activación de enzimas nucleares poli-sintetasa 
(ADP-ribosa) como parte del mecanismo reparador celular. Como nucleótidos celulares 
particularmente el NAD+ , son utilizados como sustratos por enzimas nucleares ocurriendo 
así una disminución en NAD• dentro de los primeros 20 minutos. El brusco e irresistible 
agotamiento de NAD• conduce a una interrupción de la energía y metabolismo proteico 
dependientes de NAD• llevan finalmente a la muerte celular. El Cl-13 • tiene la capacidad de 
alquilar las bases del DNA, lo que produce la ruptura de sus puentes en varias posiciones. 
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Cuando el daño e~ lo suficientemente severo para que el DNA no pueda ser reparado, estas 
células inician el proceso de apoptosis (25,26,36). 

2) Formación de Radicales libres. Se ha demostrado que el peróxido de hidrógeno puede 
ser producido por los islotes del páncreas después de la exposición a la estreptozotocina 
tanto in vivo como in vitro (30.3 1 ). Estos radicales tienden a fragmentar una considerable 
cantidad de DNA. La STZ inhibe a la superóxido-dismutasa -que es un acarreador 
endógeno de radicales libres- por lo que se ha concluiJo que el estrés oxidativo tiene un 
papel importante en la citotoxicidad de la STZ (25,30,31,32,33). 

3) Generación de óxido nítrico (NO). Se ha propuesto al óxido nítrico, dentro de las 
sustancias que actúan para mediar los efectos diabetogénicos de la estreptozotocina. No 
queda claro el mecanismo preciso de la acción que conduce a la generación de óxido 
nítrico, sin embargo dicha producción de óxido nítrico generada por estreptozotocina, 
parece estar involucrada en la citotoxicidad hacia las células 13 (25,26,30.34,35,37). 

Recientemente. se ha propuesto una hipótesis que intenta explicar el mecanismo de acción 
de la estreptozotocina, a través de la producción de superóxido que genera superoxínitritos. 
Estos a su vez, se disocian en óxido nitrico y radicales de hidroxilo que conducen a dañar 
el DNA de la célula 13 produciendo apoptosis (38). Cualquiera que sea el mecanismo, el 
DNA nuclear y mitocondrial son reparados utilizando la poli-sintetasa (ADP-ribosa) 
nuclear. La actividad de esta enzima se incrementa de manera importante dentro de los 10 
minutos después de la inyección de la estreptozotocina. Esta enzima utiliza como sustrato a 
NAO la cuál disminuye notablemente dentro de los 20 minutos después de la inyección, 
con ello se producen unidades de ADP-ribosa. necesarias para reparar el DNA (39). 
Después de múltiples inyecciones de estreptozotocina a dosis bajas, se produce una 
degeneración de islotes por acción directa citóxica, lo cual inicia la respuesta inflamatoria 
con migración de las células mononucleares y la transformación a macrófagos (40) .. Dichas 
células fagocitan a las células 13, liberando mediadores químicos celulares e infiltración de 
linfocitos ( 41 ). 

Diversos mecanismos han sido postulados para explicar porque ocurren estos efectos letales 
selectivos sobre las células 13, que incluyen; la elevada afinidad de la estreptozotocina sobre 
la membrana de la célula 13; la presencia de grupos SH- con sensibilidad especial a las 
interacciones oxidatívas; la baja capacidad de las células 13 para deshacerse de radicales 
libres y por último, una disminución en la relación NAD+ /DNA en islotes, comparada con 
la de otros tejidos. Figura 3. 
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Figura 3. Posible mecanismo de acción de la estreptozotÓcin11 (STZ) en la célula 13. 

Célula 13 

D11\oenl1mcmbrar11c:tlular 

'Núcleo 
~lécu.;,d~NAD ~_.;.P~ll-~',WPri~·,''..::: ·. 

".~'... ;.~::~~,,: 

,··' 
¡. 

FonnadOn de r1dialn libra 

¡ 
I .. 

Al~~Íón ttÍ el met1boli1mo d~ la 
cclula 

·' .. ?.·~:<.·::· .. ·<~~· ~/· '·~,_1 
All~•ciOn en j~ secreckfn~dt Nrcnm• de 11 cclula 
inwlina 

1.4. RELACIÓN DE LA ESTREPTOZOTOCINA CON LA SEVERIDAD DE LA 
DIABETES. 

Desde el inicio de la utilización de la estreptozotocina en 1963 por Rakieten y 
colaboradores (43), ésta ha sido administrada en un amplio rango de dosis, vías de 
administración tanto en ratas como en otros animales (cuadro 3) (36,43). 
Estudios realizados por Kulvinder y colaboradores, demuestran que las dosis bajas de 
STZ ( 1 SmM) sobre las células 13 tratadas, inducen apoptosis, observándose rasgos 
morfológicos característicos de ésta como son: compactamiento y separación de las células 
13 de sus vecinas, masas de cromatina bien definidas ligadas a la membrana nuclear, 
rompimiento de la membrana nuclear y fragmentación celular para formar cuerpos 
apoptóticos. También observaron que las altas do3is de STZ (30mM) provocan que las 
células 13 tratadas presenten apoptosis, pero en mayor grado necrosis. Con una severa 
inflamación de compartimientos citoplasmáticos y mitocondriales. desaparición de 
ribosomas y cromatina condensada irregularmente distribuida por todo el núcleo (42). 
Junod y colaboradores fueron los primeros en describir el patrón trifásico de cambios en la 
glucosa sanguínea e insulina en las 24 horas siguientes a la administración de 65 mg/ kg de 
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la droga. en ratas macho de la cepa Wistar. Una hiperglucemia inicial que fue seguida de un 
periodo critico de marcada hipoglucemia, la cual traducía una degranulación masiva de las 
células 13 con una gran cantidad de insulina pancreática liberada. La hiperglucemia se 
estableció dentro de las 24 a 48 horas siguientes, permaneciendo las cifras de la glucosa de 
3 a 4 veces por arriba de lo normal, con una reducción de insulina plasmática y pancreática 
del 5% con respecto a los controles. Aunque estos animales son deficientes de insulina, no 
requieren suplementos de insulina para sobrevivir durante un cierto tiempo y no desarrollan 
cetonuria. Después de una sola dosis de estreptozotocina, la necrosis de la célula 13 puede 
detectarse dentro de 2 a 4 horas en el examen ultraestructural y dentro de 24 horas con 
microscopía de luz (44). Cuatro días después de la administración de estreptozotocina en 
ratas adultas, los islotes remanentes muestran degranulación y proliferación celular que 
puede durar varios meses ( 45). 

La dosis de 100 mg/kg de estreptozotocina provoca necrosis severa oe la céluia 13. La 
desintegración y la fagocitosis de las células necróticas es rápida sin evidencia de 
inflamación visible después de 3 días. De la misma forma, hubo marcada elevación de 
glucosa sérica dentro de las primeras 24 horas y cetonuria importante con muerte de la 
mayor parte de los animales, debido a la ausencia de insulina endógena y a la falta de 
insulina exógena para suplir a la primera. Dosis entre 25 y 100 mg/kg mostraron una 
variación en la severidad de la diabetes, tanto en la elevación de la glucosa como en la 
disminución de la insulina pancreática. La severidad se reflejó en los cam!Jios en el peso 
corporal de las ratas en un período de 5 semanas, con las ratas que recibieron entre 55 y 65 
mg/kg de estreptozotocina, no aumentaron de peso. 

Con dosis de 35mg/kg, el 25% de las ratas se recuperaron espontáneamente la diabetes que 
habían presentado al inicio, con una correlación entre la insulina pancreática y la 
recuperación de la diabetes. También demostraron que una segunda inyección de 
estreptozotocina, produjo diabetes de manera similar a la primera inyección, por ejemplo; 
dos inyecciones de 25 mg/kg con algunos días de diferencia, provocaron diabetes de 
manera similar a una sola dosis de 50mg/kg, incluso con la primera dosis de 25 mg/kg no 
presentaron signos clínicos de diabetes. Todos estos datos sugieren que el contenido de 
insulina pancreática es una buena forma de medir la severidad de la diabetes. 
Los hallazgos del grupo de Junod con relación a la dosis respuesta de la estreptozotocina 
fueron confirmados por Bar-On (46) quien administró entre 25 a 85 mg/kg de 
estreptozotocina a ratas Sprague- Dawley con pesos entre 150 a 200g. Las dosis de 25 a 35 
mg/kg no incrementaron la glucosa plasmática ni los triglicéridos, mientras que dosis de 45 
a 55 mg/kg, si la incrementaron. La estabilidad a largo plazo de la diabetes fue analizada 
por Ar·Rajab (47) quien utilizó ratas macho Sprague-Dawley con pesos de 240 a 260g, 
administrando dosis de 50 a 70 mg/kg de peso de estreptozotocina. 

Los estudios mencionados demuestran 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 inyección de estreptozotocina, Ar'Rnjab, 
y Bar- On utilizaron ratas Sprague- Dawley, sin que tuvieran ayunas antes de la. inyección 
de la droga. Bar- On encontró al menos una muerte de seis animales con dosis de 55mg/kg, 
mientras que Ar'Rajab no encontró muertes. Resultados de otros estudios, indican que aún 
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cuando la vía de administración y la dosis de estreptozotocina son constantes, existe una 
amplia variabilidad en la severidad de la diabetes, entre los diferentes grupos de 
investigadores y con diferentes cepas de ratas (Cuadro 4). 

CUADRO 4. Dosis y vía de administración de la STZ. 
Vía dosis (mg/kg) peso (g) Cepa (mmol/l) glucosa (mmol/l) 
i.v. 50 100-120 Sherman 16.5 
i.v. 25-100 170-230 Wistar varía 
i.v. 25-85 150-250 Sprague-Dawley varía 
i.v. 30-70 250 
i.v. 30-100 150-200 Sprague-Dawley varía 
i.p. 40-60 350-450 Wi~tar varía 
i.p. 100 200 Sprague-Dawley 25.3 
i.p. 35 260-270 Wistar 27.5 
i.p. 100 180-220 Sprague-Dawlcy >16.6 
i.p. 70 140-160 Spraguc-Dawley 23.9 
i.p. 50 200-225 Sprague-Dawlcy 25.3 
s.c. 40 dos veces 170-190 Sprague-Dawley 25 
s.c. 40 dos veces 
i.c. 65 290-350 Sprague-Dawley 15.9 
i.m. 20-100 100-300 Sprague-Dawley varía 
Nota. 1. '" intravenoso, 1.p. mtrapcntoneal, s.c. subcutaneo, 1.c. intracardiaco, 
i.m. intramuscular. 

1.5. PREPARACIÓN DE LA ESTREPTOZOTOCINA 

La estabilidad de la droga se alcanza a un pH de 4 la cual pierde si el pH aumenta o 
disminuye. Debe ser preparada en un amortiguador de acetatos ajustando el pH de 4.5 
inyectando la solución en un corto tiempo (5 minutos aproximadamente). El requerímiento 
convencional para un pH de 4.6 en amortiguador de citratos fue puesto en duda por Axler 
(48) quien encontró una efectiva acción diabetogéniea en solución salina a pH de 7.2, 
incluso cuando la solucíón fue calentada a 37ºC por 30 minutos antes de ser inyectada a 
ratones hembra BALB/c. Povoski (49) utilizó soluciones de estreptozotocina preparadas y 
almacenadas a 6ºC por varios días para inducir diabetes en harnsters dorados; no 
encontrando diferencias en los niveles de glucosa plasmática al día 9 después de la 
inyección de estreptozotocina. Él utilizó soluciones frescas comparadas con las 
almacenadas a temperatura ambiente por 7 días. La dosis utilizada fue de 50 mg/kg 
inyectadas intraperitonealmente por 3 días consecutivos. Los niveles de glucosa plasmática 
9 días después de la inyección final, fueron de 16.2 a 17.8 mmol/l. Los autores concluyen 
que es preferi,ble preparar la solución de estreptozotocina, equilibrarla o ajustar a su pH y 
almacenar alícuotas a 6 ºC. 
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1.6. SUSCEPTIBILIDAD A LA ESTREPTOZOTOCINA EN LAS DIFERENTES 
CEPAS DE RATAS. 

Ramanadham y c0laboradores (50) han utilizado ratas Wistar y Wistar- Kyoto con pesos de 
175 a 200g con dosis de 55 y 65 mg/kg por vía intravenosa. Diferencias en los niveles de 

'lípidos sanguíneos fueron evidentes entre las dos cepas. Las ratas Wistar- Kyoto 
desarrollaron hiperlipidemia menos severa y menor afección cardiaca que las ratas de la 
cepa Wistar, estudios que también fueron confirmados por Rodrigues (51 ). En las ratas 
Wistar- Kyoto no se demostró una elevación importante de los niveles de triglicéridos 
plasmáticos a pesar de haber utilizado dosis elevadas de estreptozotocina (75mg/kg). Las 
diferencias en la respuesta diabetogénica de la estreptozotocina entre esas dos cepas 
cercanas de ratas, indica que existen diferentes tipos de respuesta entre las diferentes cepas 
de ratas. Otras cepas ¡.iut!d~n ser uún más st!nsioles a los efectos de estreptozotocina. ComCJ 
son las ratas espontáneamente hipertensas, en las que los niveles séricos de glucosa y 
triglicéridos se elevan después de la administración de una dosis de 35mg/kg de la droga, 
mientras que en la cepa de ratas Wistar- Kyoto, no tuvieron mayor elevación (52). 

2. DIABETES INDUCIDA Y REPRODUCCIÓN. 

La diabetes es un padecimiento que provoca alteraciones en la función reproductora; se han. 
reportado modificaciones del eje hipotálamo-hipófisis-gónada, tanto en el. sexo· femenino· 
como en el masculinc, así como problemas de infertilidad y disfunción' reproductiva , 
(53,54). 

En ratas macho con diabetes inducida se han reportado diversas alteraciones en eJ tracto 
genital (54,55). Ford (1984) reporta que en las ratas machos la diabetes inducida produce 
atrofia de las glándulas sexuales accesorias, pero no afecta el peso del testículo ni la 
cantidad de espermatozoides en el epidídimo (54). 
En estudios realizados en relación con el metabolismo de la glucosa a nivel del túbulo 
seminífero y epididimo. encontraron que el testículo no es dependiente de insulina, debido 
a que la presencia de esta hormona en altas concentraciones no tiene un efecto sobre el 
metabolismo de la glucosa en el túbulo seminífero o en el espermatozoide. 
Sin embargo, Hassan (1993) informa cambios en el peso de los órganos reproductores, el 
contenido testicular y epididimario así como en la movilidad espermática y alteraciones en 
la conducta sexual. Así mismo, encuentra decremento en 1a produ~ción de testosterona en 
células de Leydig tanto en cultivo como in vivo, además de un decremento en los niveles 
séricos de LH ( 6). 
Se ha demostrado que ratas macho diabéticas presentan deficiencias en la secreción de LH, 
FSH, prolactina y testosterona. así como un incremento en la sensibilidad en la 
retroalimentación negativa por testosterona (56). 
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En el caso de hembras diabéticas se han reportado disfunciones reproductivas, siendo las 
principales asociadas con atrofia ovárica, foliculogénesis anormal, insuficiencia en la 
liberación de progesterona del cuerpo lúteo, involución uterina y problemas asociados con 
el mantenimiento de la gestación (57). 
Se han realizado diferentes estudios sobre las alternciones a nivel del eje hipot.:ílamo
hipófisis, y el efecto de la diabetes sobre éste (58,59,60,61). 
Valdes y colaboradores (1991) informan que en hembras con diabetes inducida por 
estreptozotocina se produce anovulación, lo cual se ha asociado con una reducción de 
GnRH y demostró que las concentraciones hipótalámicas de GnRH son más bajas en hs 
hembras tratadas con estreptozotocina, que en hembras sanas; produciendo un daño 
generalizado en el hipotálamo. lo cual se refleja en la reducción de la producción de GnRH, 
que se restablece con el suministro de estrógenos. 
Demostraron que la hipófisis responde más en hembras diabéticas tratadas con estrógenos 
qi:~ en ratas diabéticas sin tratamiento, por !J q:.ic concluy~a que es ~: hipo:álamo el sitie, 
primario de disfunción y que la respuesta alterada de la hipófisis a la estimulación con 
estrógenos, es secundaria a la disfunción hipotalámica; por lo que la función hipotalámica 
alterada puede dar como resultado diferentes anormalidades, especialmente en el sistema 
porta hipofisiario, o bien puede ser debida a diversos cambios metabólicos asociados con 
la diabetes (58). 
Kienast (1993) demostró que los mecanismos de retroalimentación positiva de LH son 
severamente alterados en la rata diabética (60). Stegar y Kienast ( 1992) establecen que en 
hembras tratadas con STZ, también se encuentra una amplificación de Ir'. respuesta a la 
retroalimentación negativa a los estrógenos, lo cual aparentemente se debe a un incremento 
en la capacidad de los estrógenos para inhibir el metabolismo de la norepinefrina 
hipotálamica más que una acción directa sobre la glándula hipófisis. Concluyendo que los 
efectos de la STZ sobre la secreción de LH también incrementa la liberación de dopamina e 
inhibe el efecto estimulatorio de los estrógenos sobre la producción in vitro de prolactina 
(62). 

2.1. DIABETES INDUCIDA Y DESARROLLO 

Experimentos realizados en animales de laboratorio con diabetes inducida por 
estreptozotocina han demostrado la presencia de malformaciones congénitas, reabsorciones 
y retardo en el desarrollo. En ratas gestantes con un control estricto de la diabetes por 
administración de insulina, se presenta una reducción en la embrioletalidad y en la 
incidencia de malformaciones congénitas. 
La alteración en la relación materno-fetal, resultado de la diabetes durante la gestación 
ofrece una evidencia importante de la modulación de la glucosa y la insulina sobre el 
crecimiento fetal. Aunque un incremento de la glucosa fetal y la disponibilidad de insulina 
están estrechamente relacionados con el desarrollo de macrosomía fetal; sin embargo poco 
se conoce acerca de los mecanismos a través de los cuales la diabetes materna regula el 
crecimiento fetal en ratas. Se ha demostrado que el exceso de glucosa puede contribuir con 
un retraso en el crecimiento fetal. no conociéndose el mecanismo a través del cual ejerce 
este efecto (63). 
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Estudios en modelos experimentales acerca del efecto de la diabetes en las crías amplí~.n el 
panorama del conocimiento sobre este tema. En los trabajos de Eriksson (1984) utilizando 
embriones de ratas con diabetes inducida de 11.5 días de gestación, reporta un retardo en el 
crecimiento y desarrollo. con una reducción significativa del eje anteroposterior, así como 
en el número de semitas, el contenido de proteínas totales y DNA del embrión, pero sin un 
alto índice en la tasa de malformaciones del tubo neural. Concluye que la diabetes materna 
puede comprometer el cre.:imiento y desarrollo intrauterino durante el período coincidente 
con el establecimiento de la circulación de la placenta coríoalantoidea (64 ). 

Phellan y colaboradores ( 1997) en estudios posteriores en ratones con diabetes inducida 
por estreptozotocina, encontraron que la incidencia de defectos del tubo neural en los 
embriones de madre diabética es tres veces más alta que en embriones de no diabéticas, 
siendo las alteraciones principalmente a nivel de estructuras de cerebro medio y posterior. 
así cu.no d.::'e.:t0s Jcl cie'."T~ del .. 1bo 11eural. Eilo~ 1..ncontruro.1 q1..e la e.\1nesión dd gen 
Pax-3. un gen requerido para el cierre del tubo neural. se reduce considerablemente en los 
embriones de madres diabéticas. relacionando a este gen con una alta tasa de células 
apoptóticas, encontradas en estos defectos neurales. Sugieren que Pax-3 es un gen 
importante en el control del desarrollo y que las alteraciones en su expresión en embriones 
de madres diabéticas, producen alteraciones del sistema nervioso asi como inducción de 
apoptosis en éste (65). 

Mcnegola ( 1995) realizó estudios con embriones de rata en cultivo. para lo cual extrajo 
embriones de 9.5 a 1 O días de gestación, de madres con diabetes inducida con 
estreptozotocina y madres sanas, cultivándolos en suero de rata normal y en suero de rata 
diabética. Los embriones de madre normal cultivados en suero de rata normal, no 
manifestaror embriopatías, sin embargo los embriones de madres normales cultivados en 
suero de madres diabéticas presentaron retraso en el crecimiento manifestándose a 
diferentes niveles como son el diámetro del saco vitelino. longitud de cabeza. o longitud 
total. además de presentarse en algunos embriones retraso en el cierre del tubo neural. El 
desarrollo de los embriones obtenidos de madres diabéticas cultivados en suero normal fue 
semejante al de los embriones de madres sanas cultivados en suero diabético; sin embargo. 
una tercera parte de los embriones de este grupo presentaron severas malformaciones, como 
prosencéfalo hipoplúsico. malformaciones cardiacas, y diferentes malformaciones severas. 
En los embriones de madres diabéticas cultivados en suero ele madre diabética sólo se 
observó un deterioro ligeramente mayor de las condiciones de los ~mbriones en 
comparación con los otros grupos. Concluye que los embriones de rata diabética son 
capacrs de desarrollarse normalmente independientemente del medio de cultivo, 
manifestando que el efecto de la diabetes materna afecta principalmente estados muy 
tempranos del desarrollo. razón por la cual el suero de madres diabéticas no ejerció· 
ningunas alteraciones en embriones de 9.5 días. Establece que durante los estadios más 
tempranos del desarrollo en los que se realizan los eventos morfogénicos más importantes, 
tales como la gastrulación. inducción del tubo neural. establecimiento de simetría. etc; es 
cuando se pueden producir el mayor número de alteraciones, quedando aún por estudiar los 
mecanismos de acción (66). 
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Durante el desarrollo embrionario la hiperglucemi:i tiene un gran efecto teratogénico. Al 
parecer, en etapas tempranas del desarrollo, la glucosa puede causar daño en el DNA 
provocando mutaciones que retrasan la duplicación del DNA y por lo tanto, la división 
celular, lo que interrumpe el desarrollo y la organogénesis (67). 

La hiperglucemia puede producir su efecto teratogénico mediante la formación de radicales 
libres de 0 2 in vitro. Se ha visto que la adición de citiolona, superóxido dismutasa (SOD), 
catalasa y glutatión peroxidasa a cultivos en suero diabético de embriones de ratas, tienen 
un efecto protector para el embrión, sobre todo la SOD que disminuye el retraso en el 
crecimiento y las malformaciones embrionarias (67,68). El efecto prhcipal de los radicales 
libres de 0 2 podría ser un aumento en la peroxídación de los lípidos, aunque también se 
deben considerar efectos directos sobre el DNA (69). 

L'.1 producción e;:cesiva de cuerpos cctónicc-3 cJr.io el P-l:lc!roxibutirn:o que es uno e!;: lo;; 
que se producen en mayor cantidad en animales con diabetes inducida, alteran el ambiente 
intrauterino y son los responsables del retraso en el desarrollo de los embriones de ratas 
diabéticas y de las malformaciones congénitas que presentan. Tanto la glucosa como los 
cuerpos cetónicos (en especial el 13-hidroxibutirato) actúan sinérgicamente para producir 
retraso en el crecimiento e inducir malformaciones (70) 

Se ha demostrado que la adición de 13-hidroxibutirato a los cultivos de embriones de ratas 
diabéticas, aumenta hasta en un 29% la tasa de malformaciones comparada con aquellos 
cultivos en los que únicamente se utilizó suero hiperglucémico; mientras que la adición de 
los inhibidores de somatomedina exacerban la inducción de malformacione~ producidas por 
los cuerpos cetónicos y la glucosa (71,72). Por esto, se concluyó que la glucosa tiene un 
papel en Ja teratogénesis mucho menos importante que el que presentan Jos cuerpos 
cetónicos, en especial el 13-hidroxibutirato (73). 

Estudios in \'itro con embriones de ratas diabéticas se ha asociado Ja disminución de 
enzimas antioxidantes, tales como la superóxido-dismutasa (SOD) y Ja catalasa (CA T), con 
el aumento en Ja incidencia de malformaciones congénitas. disminución del peso y del 
contenido de proteinas de las crías. 
Las lesiones angiopáticas de la vasculatura pélvica, tienen como consecuencia una 
reducción importante en la perfusión placentaria y un transporte de· nutrientes reducido, lo 
que puede dar origen a alteraciones en la embriogénesis temprana y retraso en el 
crecimiento fetal (74,75). 
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3. DEFINICIÓN DE LA PLACENTA. 

La placenta ha sido definida por varios autores, Mossman ( 193 7) afirmó que es la 
aposición o fusión intima de órganos fetales a tejidos matemos para realizar intercambio 
fisiológico (76). 
Otros autores como Amoroso (1961) consideran que es un órgano que implica relaciones 
tróficas y respiratorias entre el feto y la madre, además de la eliminación de desechos y la 
síntesis de hormonas {77). 
Mali ( 1985) afirmó que la placenta es un sistema de canales de circulación sanguínea 
m::iterna y fetal en aposición adaptado para el intercambio metabólico (78). 
Graham ( 1992) coincide en que la placenta, es esencialmente un órgano fetal derivado, y es 
un elemento indispensable del desarrollo en mamíferos. Es una estructura que permite que 
la sangre materna y fetal tenga una cercanía íntima para un intercambio eficaz y apropiado 
de moléc-ulas (79). 
Existen diferentes tipos de placenta los cuales se forman dependiendo del gradó de 
invasión que establece el tejido fetal al materno y la respuesta de éste ante esta invasión 
(80). 

La placenta es un órgano que presenta grandes diferencias morfo fisiológicas en los .distint~s 
grupos de mamíferos. Estas pueden corresponder a:'!) lasmembranas extraémb'rioriárias 
involucradas en la. formación de Ia placenta; :2r.1a dispÓ.sición de';las ;e vellosidades 
placentarias o carian frondoso, 3) la relación eñtre lós tejic!os maternii• y feta1'(77,8 l,82) .. 

-•_:¡ ,.- -\··;;:~~·· ~,· _}-::·: ,:,i . ~i; ·: ·~>: . . ,, , .... -. ,. 
·,c;·:.::-·h:··- ·'"':):.-- -<:~-:· -·-· -

3.1. LA PLACENTA y su RELACION 'e~~ LA ~;kc>'riu~c1ó1~( EN LOS 
.. · MAMÍFEROS. 

La placenta es un órgano esencial en la reproducción de los mam!feros euteriós. 'A lo largó 
de la evolución de los vertebrados, este tipo de desarrollo intrauterino ha requerido· de 
adaptaciones específicas que hagan posible los intercambios indispensables y continuos 
entre los tejidos matemos y los embrionarios (83). 
En el caso de los reptiles, los intercambios fetomatemos no se relacionan con la· obtención 
de alimento, sino con el intercambio gaseoso. la obtención de agua y de algunos 
metabolitos. asi como, la eliminación de desechos (84,85). 
El desarrollo de la placenta permite que el tejido periférico embrionario o córion se 
relacione con la mucosa uterina estableciendo una aso:iación '!ntrc las circulaciones 
sanguínea materna y fetal. lo que hace posible el intercambio fisiológico. 
Los niveles de intercambio dependen de la amplitud de la superficie de aposición, así como 
del grado de invasión del carian a la mucosa uterina (77,81). La superficie de aposición 
placentaria permite mantener una barrera permeable, a través de la cual, las substancias 
transferibles atraviesen ambos tejidos. Esta barrera, más que un filtro pasivo es una 
estructura activa y selectiva en el paso de substancias, lo que se refleja en modificaciones 
morfológicas progresivas a lo largo de la gestación. como son el incremento de las zonas de 
aposición. el adelgazamiento del trofoblasto, el acercamiento de los vasos sanguíneos a In 

20 



- .,·- '.' ' 

periferia o los cambios de las características bioquímica5 de .los componentes celulares que 
controlan el intercambio (77,78). · · · ··· · 

3.2; DIABETES E IMPLANTACIÓN. 

La implantación del embrión en la pared del útero es un evento básico en el desarrollo de 
los mamíferos. Es el resultado de una compleja serie de pasos que comienzan con la 
fijación del blastocisto en el útero y culmina con la formación de la placenta definitiva (87). 

La interacción directa del trofoblasto con el epitelio 1 uminal del útero es un paso esencial 
para dar inicio a la implantación, el mecanismo responsable de la aposición y de la reacción 
de adhesión aún no se conocen. Pero se sabe que el trofoblasto es capaz de reconocer 
receptores del l'pitelio uterino C"n los q"I' se asor.ia iniciando c0n ePo t>l ~econocilT'ient:> df.' 
una serie de señales moleculares entre el útero y el blastocisto que en pocas horas 
desencadenan diferentes eventos que incluyen la transformación del estroma uterino, el 
reclutamiento de células inflamatorias y epiteliales, la invasión transepitelial del trofoblasto 
hacia el endometrio y la apoptosis del epitelio uterino (88). 

En roedores y otros mamíferos el desarrollo de la placenta hemocorial o endoteliocorial es 
seguido de la invasión del endometrio por el trofoblasto. Después de que inicia su 
transporte por el oviducto. el blastocisto. Tardará de 24- 48 horas en orientarse en la 
cavidad uterina. El contacto entre el trofoblasto y la superficie del epitelio uterino se 
incrementa gradualmente a partir del inicio de la '.mplantación y es probablemente causado 
por la combinación del hinchamiento del blastocisto y el cierre del lumen uterino que 
virtualmente desaparece en este estado de gestación en las regiones que contienen al 
embrión (70). 

En roedores t!I primer día de gestacton, entre la f~rtilización y el comienzo de la 
implantación. las modificaciones celulares. bioquímicas, hormonales y vasculares ocurren 
en el estroma endometrial. probablemente para recibir al embrión. 
La implantación se inicia en el día 4 en el hámster dorado, en el 4.5 en el ratón y en el 6 en 
la rata y el hámster chino. Las modificaciones que sufren la superficie del trofoblasto y las 
células epiteliales se han observado durante la aposición y la adhesión. La adhesión del 
blastocisto es seguida de una penetración del epitelio uterino por el trofoblasto (89). 

El primer evento de diferenciación durante la formación de la placenta ocurre después de la 
compactación de la mórula (aproximadamente en el dia 3.5 de la gestación), con la 
formación del blastocisto. Las células que delimitan a la mórula se diferencian en el 
trotbcctodermo, IT'Íentras que las células más internas constituyen el macizo celular interno 
(MCl). Los componentes endodermal y mesodermal de la placenta .derivan del MCI. 
Durante el proceso de implantación, se realiza una respuesta endometrial, al adquirir las 
células del MCl un carácter invasivo, estableciendo un patrón diferencial en la producción 
de moléculas de adhesión como respuesta para el reconocimiento de la matriz extracelular 
presente en el endometrio, y desencadenar la liberación de enzimas que favorecen el avance 
del blastocisto hacia el estroma endometrial (88,89). 
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La implantación y la placentación en el humano, asi como en la rata están asociados con la 
transformación del estroma endometrial en tejido decidual. En la rata este proceso es 
normalmente disparado por el contacto del blastocisto con el epitelio uterino (90). Y se 
inicia aproximadamente a los 6 dpc (días post coito) etapa en la que la receptividad del 
útero depende del establecimiento de la "ventana de implantación", la cual está 
determinada por una combinación de progesterona y estrógenos que preparan al útero para 
aceptar al embrión. El trofoblasto raramente entra en contacto con el tejido materno antes 
de que el blastocisto se ponga en contacto con la lámina basal del epitelio u!f•rino, la lámina 
basal es penetrada inicialmente por células deciduales adyacentes. Las células del 
trofoblasto entran en contacto primero con las celulas deciduales antimesometriales (día 7), 
las células endoteliales y las células sanguíneas forman parte de la pre-placenta. El epitelio 
luminal de la región degenera y es reemplazado por células endoteliales, un evento 
morfogenético trae como resultado una continuidad luminal de la región mesometrial y la 
reg:ón de ir"p'ar.ta~ión c011 una ;;r:m cantidad ':le ,;.,usoid~s ":l~snrnctrial~~. La -:ap'1 de 
células del trofoblasto situadas en la superficie exterior del cono ectoplacental de algún 
modo desplazan a la capa de células endoteliales de la región mesometrial a la región de 
implantación y entran en contacto con las células deciduales ricas en glucógeno que rodean 
los sinusoides mesometriales. Estas células del trofoblasto serán las células gigantes de la 
zona de empalme de la placenta corioalantoidea y la región ocupada por las células 
deciduales ricas en glucógeno y sinusoides mesometriales que se convertirán en la decidua 
(91,92,93,94). . 

El siguiente paso de la implantación en roedores es la invasión del tejido conectivo 
endometrial, de la región subepitelial que no ha sido transformado en tejido decidual. La 
invasión resulta principalmente por la acción de la población de células gigantes del 
trofoblasto. Las células gigantes penetran entre las células deciduales. En roedores el 
desarrollo de la placenta corio-alantoidea resulta del crecimiento del cono ectoplacental, la 
diferenciación de estas células y su asociación con células de origen alantoideo (70,89). 

La implantación en roedores es acompañada por cambios muy marcados en el endometrio 
como son los cambios de forma, organización y metabolismo de las células estromales 
residentes en el tejido conectivo endometrial. La presencia del blastocisto en el lumen 
uterino inicia el día 6 en rata, un proceso complejo y continuo del desarrollo 'llamado 
respuesta o reacción decidual, que se caracteriza por la hiperplasia y la diferenciación 
celular característica en distintas regiones del estroma en diferentes etapas durante la 
gestación (70,89,95,96,97). 

Las células deciduales poseen numerosas funciones ~ntre las cuales destacan la producción 
de hormonas u otros productos específicos para el embrión y una función inmunológica, 
como una barrera física para la invasión del trofoblasto (96,98). 

La decidualización en roedores tiene características importantes: l )las células del estroma 
han sido adecuadamente preparadas por la influencia de esteroides del ovario, 2) en 
condiciones normales en algunas regiones del endometrio la decidualización no ocurre, 3) 
puede ser inducido artificialmente en ausencia del embrión, resultado de la formación de un 
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tejido similar a la verdadera decidua. 4) este proceso puede inducirse en animales gestantes 
o pseudogestantes (70,89). 

Los primeros lagunas de sangre en el trofoblasto se derivan del espacio intracelular lateral 
o trofoblasto mural, que comienza con la formación del trofoblasto mural del blastocisto. 
La superficie basal del trofoblasto está destinada a formar parte de la membrana de 
Reichert's. Las células de la decidua antimesometrial al desarrollarse comienzan a formar 
la vasculatura materna (99, l 00). Fig 4. 

Fig 4. Esquema que represer:ta la. reacciór decidual; Líneas diagonales =Z~na ~cupada por 
el "conceptus". GC= Área de células con glucógeno. AMD= .Decidua antimesometrial. 
DC= Cripta:deciduaL MD= Decidua mesometrial.. SC= Células espinosas; US= Estroma 
indiferenciado. · · -

En la postimplantación tardía, aproximadamente en el día 9.5 dpc el alantoides se ha 
fusionado con el corion, por un proceso que es mediado por la interacción entre VCAM-1 y 
la integrina a4 desarrollándose de este modo la zona laberíntica la cual es intermediaria 
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entre los vasos matemos y los fetales. Subsecue.1temente el desarrollo del feto dependerá de 
esta relación y la decidua comenzará su regresión, estableciéndose la placenta como órgano 
totalmente desarrollado estructural y funcionalmente (88). 

La capacidad invasiva del blastocisto ha sido estudiada in vitro mediante el cultivo de 
blastocistos de ratón sobre superficies de proteínas de matriz extracelular presentes en el 
endometrio como la fibronectina ( 1O1 ). Las células del trofoblasto aparentemente 
interactúan específicamente con la fibronectina, indicando que el receptor de fibronectina 
es expresado sobre la superficie de las células trofoblásticas; sin embargo en estudios 
posteriores demuestran que no sólo es indispensable la fibronectina, sino que la secuencia 
RGD (Secuencia de Reconocimiento a Aminoácidos del receptor de Fibronectina) también 
es mediadora de migración por reconocimiento de vitronectina. colágena y entactina (88) 
La interacción del trofoblasto con las proteínas de la matriz extracelular depende de la 
familia de integrina~ ex;m:sadas en las ;:élulas tr::ifoblásticas. Estuéios cJn anticuerpo~ de 
amplio espectro anti-integrinas. demuestran la pérdida de unión del blastocisto a sustratos 
no solo de libronectina, sino también de laminina y colágena tipo IV (88, I 01 ). 

En los estudios realizados por Pampfer y colaboradores ( 1990) obtienen morulas y 
blastocistos de ratas diabéticas gestantes y examinaron individualmente el número de 
células presentes en el macizo celular interno (MCI) y celulas del trofoectodermo (TE). 
En este estudio encontró que los embriones obtenidos de ratas diabéticas presentan un 
decremento significativo en el número de células del MCI de blastocistos obtenidos el día 
5 de la gestación. comparado con los controles, pero la población celular del TE de estos 
embriones pare~e no estar afectada. Estas diferencias no se observaron entre los dos grupos 
de morulas obtenidas el día S. sugiriendo que se expresó una susceptibilidad distinta en el 
MCI y que se expresó después de la formación del blastocisto. En el día 6. se presentó un 
efecto significativamente inhibitorio sobre el número de células del MCI y TE. presentando 
una reducción más severa las del MCI al compararlas con las del TE. la proporción de MCI 
de estos blastocistos fue de nuevo mas baja que la presentada por los embriones control. 
Concluyeron que las alteraciones en el crecimiento celular del MCI de los blastocistos de 
rata diabética pueden estar asociadas con un incremento significativo en la incidencia de 
muerte celular local predominantemente en el MCI y que estos sugieren que la sensibilidad 
de las células del MCI y TE en la etapa de preimplantación del blastocisto pueden 
contribuir con un patrón de efectos en la postimplantación en las gestaciones diabéticas 
(102). 

3.3. DIFERENCIACIÓN DE LA PLACENTA. 

Aproximadamenie el día 7.5 dpc; el conceptus (embrión). se dividt" en 3 distintos 
compartimientos: la cavidad amniótica, la cavidad exocelómica y la cavidad ectoplacental. 
La expansión de las cavidades amnióticas y exocelómicas dependen de la cavidad 
ectoplacental. con un progresivo colapso. Estas dos cavidades se fusionaran, 
aproximadamente el día 8.5 post coito (p.c); con la obliteración de el lumen (103). 

En embriones que cuentan con 7-1 O pares de semitas, el alantoides crece. y se expande 
sobre la cavidad exocelómica y eventualmente se fusiona con las células de la superficie y 
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de la periferia del cono ectoplacental. En este estadio, el alantoides esta delimitado por 
células endoteliales con primitivas células rojas sanguíneas nucleadas (103). 

Posterior a e~ta secuencia. el embrión es rodeado por las membranas extra embrionarias. La 
membrana visceral (proximal) en este momento consiste de componentes mesodermales 
que se vascularizan. y subyacen en columnas de células endodermales. Las 
microvellosidades rodean a estas columnas incluso en la cavidad amniótica. En la placenta 
primitiva tienen la función de absorber nutrientes de la cavidad y transferirlos hasta el 
compartimiento embrionario ( 103 ). 

La zona parietal (distal) del amnios. en contraste con la zona visceral. consiste de una capa 
simple de células endodermales con una apariencia escamosa; estas se adherirán a la 
~embrana acelular de Reichert · s ( 103 ). 

El cono ectoplacental, migra hacia la región parietal, y eventualmente completa su llegada 
al sitio de implantación con una perdida de células gigantes. 
El crecimiento de las células del cono ectoplacental es rápido e invade los tejidos matemos, 
causando la ruptura de los vasos sanguineos matemos. La característica más visible del 
cono ectoplacental en este momento es su contenido de numerosas células ricas en 
glucógeno, y estas ascienden hasta la zona intermedia de la placenta (103). 

Aproximadamente d dia 9-9.5 p.c. un gran número de células gigantes del trofoblasto se 
posicionan en el polo embrionario y el tamaño d'!I conceptus ha incrementado 
considerab!emente. En el sitio embrionario, la vasculatura primitiva alantoica es abundante 
y también se observan vasos sanguíneos.matemos, los cuales formaran parte de la zona 
laberíntica de la placenta. Este será el sitio en el cual la circulación embrionaria y niatema 
entrarán en contacto ( 103 ). 

Para el día 10 p.c. la vesícula del alantoides forma parte.importante de la región coriónica, 
y el cono ectoplacental aun no forma parte de la zona laberíntica de la placenta. La placenta 
en este estadio aun no es divisible en sus zonas características definitivas (103). 

En términos generales en una placenta madura entre los días 12-17.5 p.c. la zona 
laberíntica incrementa en volumen. El volumen de esta zona permanecerá constante hasta el 
momento del nacimiento (103). 

Aproximadamente en el día 16 p.c. la zona laberíntica ocupa más de la mitad del volumen 
de la placenta. Los vasos sanguíneos embrionarios pueden ser identificados por la 
presencia de células rojas sanguineas primitivas nucleadas; los sinusoides de sangre 
materna contienen células sanguíneas no nucleadas. Después del día 11.5 p.c todas las 
células sanguíneas embrionarias son nucleadas. pero entre los días 12-15 p.c, la proporción 
de células sanguíneas nucleadas disminuye, el día 16.5 p.c todas las células sanguíneas en 
la circulación embrionaria son no nucleadas (103 ). 
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3.4. ESTRUCTURA DE LA PLACENTA A TERMINO EN ROEDORES. 

En ratón, se encuentran tres distintas zonas en la placenta madura que se formaron en el 
embrión el día 1 O y persisten a través y hasta el fin de la gestación. La capa mas interna 
llamada laberíntica, la capa intermedia llamada espongiotrofoblasto y la capa más externa 
de las células gigantes del trofoblasto. La capa laberíntica es análoga en función a las 
vellosidi.des corionicas flotantes en humanos. Formando una zona altamente plegada y 
ramificada dando a la placenta una enorme área para el intercambio de gases y nutrientes. 
El tejido consiste en dos capas de sincicio (sinciciotrofoblasto) que separa a los espacios de 
la sangre materna de los vasos sanguíneos fetales. La capa de espongiotrofoblasto se forma 
como resultado de la expansión y achatamiento del cono ectoplacental después de los 7.5 
días. Las células gigantes del trofoblasto son células post-mitóticas mediadoras de la 
implantación y el proceso de invasión del útero, y se <'ncuentran en la periferia de la 
placenta ( 104 ). Estas tres distintas zonas también se encuentran en la placenta de rata. 

3.5. ESTRUCTURA DE LA BARRERA PLACENT AL EN RATA. 

La barrt!ra placenta! en la zona laberíntica se constituye a partir del día 12 p.c y consiste de 
3 zonas de trufoblasto ( 103 ). 

En condiciones normales la sangre del feto y de la madre .ni se mezclan ni entran en 
contacto una con otra siempre quedan separadas por la disposición estructural de los tejidos 
que se interrelacionan para permitir el intercambio. de sustancias disueltas en la sangre del 
feto y que serán difundidas hacia la madre y viceversa. 

La barrera placenta! de rata está compuesta de las siguientes zonas siguiendo la dirección 
feto-materna: · 

.*Endotelio Fetal. 
*Tejido conjuntivo muy heterogéneo interrumpido intermitentemente en los sitios de fusión 
entre el endotelio y las laminas basales trofoblásticas. 
*La zona trofoblástica interna (zona 111). compuesta de sincitio multinucleado. 
• La zona trofoblástica intermedia (zona 11), también es de naturaleza sincicial. 
• La zona trofoblástica externa (zona 1), que está compuesta por células del trofoblasto y 
espacios de sangre materna ( 105). 

3.6. PLACENTA Y DESARROLLO 

La placenta es un órgano indispensable en el desarrollo de los mamíferos dado que ella 
proveerá al embrión de sus requerimientos alimenticios. de intercambio de sustancias, así 
como la eliminación de desechos. En el caso de los embriones que cuentan con abundante 
vitelo proveniente de la formación de un ovocito telolécito, como ocurre en los reptiles 
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vivíparos, los intercambios fetomatemos no se relr.cionan con la obtención de alimento, 
sino con el intercambio gaseoso, la obtención de agua y de algunos metabolitos, así como, 
con la eliminación de desechos del metabolismo de la cría (85). Cuando el embrión no 
cuenta con abundantes substancias nutritivas provenientes de la ovogénesis, como es el 
caso de los mamíferos, en los cuales el ovocito es de tipo alécito, los intercambios 
fetomatemos se incrementan significativamente ante los requerimientos de alimentación 
fetal y, en consecuencia, la relación de los tejidos do;: ambos organismos se desarrolla 
notablemente, formándose una compleja estructura placentaria. Esta estructura permite el 
intenso intercambio metabólico que se adapta continuamente durante el crecimiento a las 
diferentes etapas del desarrollo embrionario y fetal (86). 

3 7 • .A.LTERACI01'1ES E1'/ LA P'....ACFNTA DE RATAS Dl.\BÉTil'.:AS. 

En estudios realizados sobre la estructura de la placenta de ratas diabéticas, . se manifi~stan 
alteraciones en la capacidad invasiva de las células trofoblásticas que se refleján ·en un 
incremento de la división celular, con lo que se establece un estado inmaduro· def 
trofoblasto, así como un incremento en la vasculatura uterina, siendo estos vasos más 
delgados que los de placentas de ratas no diabéticas (106). 

La placentomegalia es el efecto más significativo de las complicaciones de la diabetes 
materna. se ha atribuido este incremento de masa placenta! a un insuficiente mecanismo 
compensatorio para la reducción del flujo útero placenta!. Se ha encontrado también 
adelgazamiento de las membranas trofoblásticas. así como un alto grado de vesiculación y 
vacuolización y un incremento en el número de células que almacenan glucógeno. Además 
de un incremento en la cantidad de DNA y lípidos. Los fetos son más pequeños que los 
controles; presentan un decremento en el peso fetal y un incremento en las reabsorciones 
fetales y malformaciones congénitas (107,108.109,l IO,l l l,l l2,l l3,l l6). 

Wentzel y colaboradores (1995) evaluaron el flujo uterino sanguíneo en slllos de 
implantación individuales en ratas gestantes diabéticas y ratas gestantes normales. 
Encontraron un alto incremento en el flujo uterino sanguíneo y el tejido decidual de los 
animales diabéticos comparados con las ratas normales en los días 9,I0,11,12. También 
encontraron que la tasa de implantación es baja mientras que la tasa de reabsorciones y la 
tasa de malformaciones es alta. Concluyen que el desarrollo embrionario es asociado con 
un aumento en el suministro de nutrientes al sitio de implantación. Estos resultados 
concuerdan con los estudios realizados in vi\'O que sugieren que el estrés oxidativo puede 
incrementar la disponibilidad del sustrato siendo un factor importante para la teratogenesis 
diabética ( 109). 

Se han reportado la degeneración quística de las células esponjosas, adelgazamiento de la 
lámina basal y alteraciones vasculares ( 11 O). 

En ratas de 20 días de desarrollo se presentan cambios en la concentración de colágena tipo 
IV ( 105). Los cambios en la expresión de la matriz extracelular en la placenta regulados pór 
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los niveles de glucosa han sido reportados en humanos y en ratas, lo que sugiere que los 
cambios en la expresión de las proteínas de matriz extracelular pueden 'ser un factor común 
en la diabetes materna (114). 

La gestación normal es caracterizada por un incremento temprano en el contenido de 
glucógeno placenta!, seguido por un descenso progresivo al término; pero en humanos y en 
animales las gestaciones complicadas por diabetes mellitus hay un marcado incremento en 
la cantidad de glucógeno placenta!. Las concentraciones de glucógeno en las placentas 
diabéticas y las normales incrementan del día 14 al 16 de la gestación, después las 
concentraciones de glúcogeno declinan rápidmnente en ambas (107). La importancia del 
glucógeno placenta! radica en que es un substrato potencial de energía para la placenta y 
para el feto. Investigaciones previas han reportado un incremento de glucógeno placenta! en 
condiciones en donde se induce experimentalmente diabetes mellitus. Se ha sugerido que el 
mecanismo bioquímico de la acumulación del glucñpeno en ratas tratadas cnn STZ r.s la 
hiperglucemia (107.115,116). 

En los estudios de microscopia electrónica realizados por Ne'eman y colaboradores 
( 1987), encontraron que tanto las placentas de rata diabética como las placentas de ratas 
nornmles presentan una gran cantidad de células con glucógeno. El glucógeno en estas 
células se deposita en gránulos en el citoplasma de la célula. En las placentas de ratas 
diabéticas las mitocondrias y el retículo endoplasmico rugoso parecen estar limitados a 
pequeñas áreas. No encuentran diferencias significativas en la apariencia ultraestructural de 
las placentas diabéticas y las controles. Pero si un marcado incremento en el contenido de 
glucógeno en las placentas de rata diabética, localizado en las células gigantes y en la zona 
basal. En la zona laberíntica de las ratas diabéticas hay un increme.110 en el contenido de 
glucógeno que fue cuantificado por una reacción especifica al reactivo ácido periódico
Schiff (PASS) (116 ). 

En los estudios de Husain y colaboradores (2001) examinaron el efecto de la diabetes 
materna sobre la celularidad de la placenta usando como medida el peso seco y húmedo, 
contenido de DNA y proteínas en las placentas de ratas diabéticas no tratadas, tratadas con 
insulina y controles el día 21 de la gestación. Encontraron que el contenido de DNA 
placenta! y proteínas no difiere entre los grupos controles y los grupos diabéticos. 
Atribuyen el incremento del peso placenta! en las ratas diabéticas a un aumento en el 
contenido de glucógeno y los solutos intracelulares que se requieren para mantener el 
equilibrio osmótico en presencia de hiperglicemia materna. El porcentaje de agua contenida 
en todos los grupos fue del 84%, no se encontró diferencia significativa con respecto al 
peso seco, pero sí con respecto al peso húmedo ( 1 17). 

Los niveles de DNA alcanzan su valor máximo el día 16 en las placentas de rata control 
encontrando que las placentas de ratas diabéticas continúan con un incremento eri el 
contenido de DNA hasta el día 18-19 y son morfológicamente inmaduras comparadas con 
los tejidos controles (111). 
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.J. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La diabetes materna provoca un ambiente intrauterino anormal induciendo alteraciones en 
la implantación, la placentación y las funciones propias de la placenta definitiva. Lo que 
causa una inadecuada transferencia de nutrientes entre la madre y el feto provocando 
gestaciones prolongadas, un menor número de crías, un mayor número de reabsorciones, 
retardo en el crecimiento y desarrollo. 

5. HIPÓTESIS. 

La diabetes materna provoca alteraciones estmcturales y funcionales en la placenta que 
afectan el inte~cam~io de sustanc;as e:lt~e el fo:o y I~ madr~ "casi.mado a!teraciones c1, el 
desarrollo de los fetos. 

6. OBJETIVOS. 

6.1. GENERAL. 

Analizar los cambios ·estructurales de la parte fetal de la phicent~ de rata diabética el día 20 
de la gestación y correlacionarlos con alteraciones e'n el desarrollo de las crías. 

6.2. PARTICULARES. 

Comparar las características histológicas de .la placenta de rata diabética y las no 
diabéticas. · · · · · 

• Correlacionar el daño de la placenta con los niveles .de glucosa, glu.cosuria, 
cetonuria, colesterol, triglicéridos, insulina, VLDL,.HbAIC de la madre durante la 
gestación. . .. · · · ::C. . · . . 

• Correlacionar el daño de la placenta con el tamaño y peso. de las· crias. ; .. 
Correlacionar el daño de la placenta con el nlimero de reabsorciones y viabilidad de 
las crías. · · 
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7. MATERIAL Y METODOS. 

Se utilizaron 85 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre los 250-
350g que permanecieron en condiciones controladas de bioterio con temperatura 
controlada (22-25 ºC), y un periodo de luz oscuridad 12/12, con acceso a alimento y agua 
mi lihitum. Se aparearon con machos de fertilidad comprobada, colocándolos en una jaula 
en una relación de 3 hembras y 1 macho toda la noche. A la mañana siguiente se realizó 
frotis vaginal. La presencia de tapón vaginal mucoso y/o la presencia de cospermatozoides 
en el frotis determinó éste como el primer día de gestación. 
Las hembras gestantes se dividieron aleatoriamente en 4 lotes: 

Lote experimental 1 (El): 51 ratas a las que el sexto día de gestación se les administró íp. 
una dosis ú.:ica Je 50 mg/':g de p~so dt. estreptm .. ot0cina en i.murti¡;,ui.dcr d.! acetat.:is C. l M 
a pH 4.3. Se consideraron diabéticas aquellas cuyos niveles de glucosa fueron ;:: 200 
mg/dl 48 horas después de la administración de STZ. 
Lote experimental 2 (EII): 23 ratas a las que el sexto día de gestación se les administró 
ip. una dosis única de 60 mg/kg de peso de estreptozotocina en amortiguador de acetatos 
0.1 M a pH 4.3. Se consideron diabéticas aquellas cuyos nivel de glucosa fueron ;::200mg/dl 
48 horas después de la administración de la STZ. 
Lote control 1 (CI): 6 ratas a las que el sexto día de gestación se les administró por vía 
intraperitoneal, amortiguador de acetatos 0.1 M pl-!4.3 ,en volumen adecuado a su peso 
corporal. 
Lote control 2 (Cll): 5 ralas a las que el sexto día de gestación se les puncionó con una 
aguja de 27x 13 (mismo calibre que los lotes anteriores). 

Todas las hembras gestantes se colocaron en jaulas indh:iduales. 

Entre las 8-1 O a.m se realizaron las siguientes determinaciones: 
*Glucosa sanguínea (tomada de la vena caudal), se realizó una vez por semana ·. (la 
determinación se realizó con glucómetro 4 de marca Bayer, con tiras reactivásde Glucotide 
de Bayer). · · .. : /' :: .. 
*Glucosuria y cetonurin, se realizó una vez por semana (con tiras reactivasKetodia'.xtix de 
Bayer). . . . 

: .:~;;: 
•Peso corporal, 2 veces por semana. 

Todas las ratas se sacrificaron el día 20 de la gestación mediante dislocación cervical, se 
les realizó una disección abdominal y se registró: 

• El número de fetos viables. 
• El número de fetos no viables (que nacen muertos); 
• El peso y diámetro de los fetos. · 
• El número de placentas, su peso y su diámetro. 
• El número de reabsorciones. 
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Se tomó sangre total de la aorta y se realizó la determinación de Hemoglobina Glucosilada 
fracción le (HbAlc). · 

• 1 • 

El resto de la sangre obtenida. fue· centriftigada a 3óoo r.p.m . P?r 15 ~inutos (en una 
centrifuga marca Beckman GS-JSR), se separó el suero y se congeló a -70ºC para el 
análisis posterior de glucosa, triglicéridos, éolesterol,VLDL (analizador Kodak Ektachem 
DT 60 11) e insulina (RIA). · · 

7.1. MICROSCOPIA DE LUZ. 

Las placentas se fijaron en formol al 10%. Se lavaron, se deshidrataron en alcoholes 
graduales y se incluyeron en parafina (Anexo 1). 
Mediante la técnica histológica, se realizó la inclusión de la placenta en parafina, se 
realizaron cortes en micrótomo de rotación de Sµm, que se tiñeron con: 

• Hematoxilina Eosina (estructura general del órgano). 
• Mac>on ( permite observar el tejido conjuntivo con sus estructuras características 

como son las células y las fibras colágenas, etc.). 
• Van Gieson (permite observar los elementos del tejido conjuntivo, pero esta 

técnica nos provee de una mejor definición de las límites celulares); 
Pass- Schiff (permite observar la presencia y distribución de elementos positivos. 
al reactivo como es el glucógeno). 

7.2. PARÁMETROS BIOQUIMICOS. 

Las determinaciones de los parámetros bioquímicos se realizaron por medio de química 
seca en el analizador Kodak Ektachem DT 60 11. . . 

*Glucosa: reacc1on en hl que la glucosa de' la .muestra reacciona con el oxígeno en 
presencia de glucosa oxidasa. . .. . 
*Triglicéridos: separación de los triglicéridos . de los acarreadores lipoprotéicos, los 
triglicéridos son hidrolizados por una lipasa y se retiran los residuos de ácido ascórbico con 
ascorbato oxidasa. 
*Colesterol: el colesterol se disocia de los acarreadores de lipoproteínas. Los ésteres de 
colesterol se hidrolizan a colesterol libre que se oxida con colesterol oxidasa. La reacción 
final produce color a través de la cual se calcula la cantidad de colesterol presente. 

Las determinaciones de insulina se realizaron por radioinmunoensayo (RIA). Se utilizaron 
estuches comerciales CJS Bio lntemational. Todos los análisis se realizaron de acuerdo al 
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protocolo proporcionado por los fabricantes en la Unidad Médica en Endocrinología 
!.M.S.S. 
La determinación de hemoglobina glucosilada se realizó en el DCA 2000 de Bayer. En este 
análisis se determinan las concentraciones de HbAlc, la concentración de Hb total y la 
relación entre ambas, que se reporta como porcentaje de HbAlc. Para la determinación de 
Hb total, se usa ferricianuro potásico. el cual oxida la Hb de la muestra a mt'tahemoglobina. 
La metahemoglobina forma entonces un complejo con el tiocinato, formándose 
tiocinmetahemoglobina. que es la que se mide. Para la medida específica de la HbAlc se 
utiliza la inhibición de la aglutinación de partículas de látex, recubiertas con un anticuerpo 
monoclonal de ratón, específico para HbA. 

7.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Los resultados se expresaron como promedio :!:: desviación estándar. Se realizó la prueba 
de análisis de varianza (ANOVA) la cual consiste en la comparación de las diferencias 
cuadráticas (varianzas) entre e intra-grupos. La prueba fue significativa cuando el valor de 
p ::;; 0.05. Para la comparación específica de los grupos, se realizó una post-prueba de 
Tukey. 
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7.5. DIAGRAMA DE FLUJO. 

Lote El 
S 1 ratas 50 mg/kg 

STZ ip 

Peso: 

85 ratas gestantes de la cepa Sprague 
Dawley (250-350 g) 

Lote Ell Lote CI 
3 ratas 60 mg/kg STZ ip ratas amoniguador acetatos 

.IM pH 4.3 

Entre las 8 y 1 O am. a todas las ratas se les midió: 

luccmia: Glucosuria: 

Lote CU 
ratas puncionadas/ aguja 

n ismo calibre 

Cctonuria: 
:? veces por semana 1 \'CZ a la semana 1 vez a la semana 1 vez a la semana 

Peso 

Todas las ratas se sacrificaron el día :?O de gcst1ción y se midió: 
llbA le, glucemia, colesterol, triglicéridos, insulina,VLDL. 

Se disecaron y se anotó: número de fetos. placentas y reabsorciones 
•n los cuernos uterinos. 

Talla PLACE:>;TA Peso 
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8. RESULTADOS. 

8.t. PESO. 

Las ratas del lote El aumentaron de peso durante la gestación, su peso inicial fue de 268.60 
gramos± 24.01 y su peso el día de sacrificio fue de 285.45 gramos± 27.82. 
Las ratas del lote EII disr:linuyeron de peso durante la gestación, su peso inicial fue de 
291.14 gramos± 25.78 y su peso el día de sacrificio fue de 261gramos±46.56. 

Los grupos CI y CII aumentaron su peso de forma constante durante la gestación, con un 
peso inicial de 276.33 gramos± 23.16 y 280.60 gramos:+:: 17.21 respectivamente y un peso 
el día de sacrificio de 371.33 gramos:+:: 38.99 y 406 gramos:+:: 14.14. Al comparar el peso 
de las ratas del lote EII presenta diferencia significativa con las ratas de los lotes control a 
par.ir del dí~ 13 de la geswci:'.m y !:asta :il día de Jac:i!icio. n~iec.t~ar que ne r.ay di•er'J'lcia 
con las ratas del lote El (tabla 1. gráfica 1 ). 

PESO 
El 
n=51 
Ell 
n=23 
CI 
n=6 
Cll 
n=5 

TABLAl: Promedio de pesos de las ratas durante la gestación. 
DIA 1 lllA ó DIA 8 DIA 13 DIA 15 Dlt\20 
268.60 .!: 2-1 u 1 28-l.21 :: 31.17 261.CJO :t :?0.51 :?65.10 =. :?-l.67 • :?69.JO:t .t0.13 • 28SA5 t 27.82 ° 

291.1.t ~ 25.78 291.1-l.!: 25.78 287...16 ~ 21.69 ~87.46 = :!:1.69. 269.JO:t .i0.13 • 261.00 :t. .t6.56 o 

276.33:: 23.16 293.83 ~ :?5.87 296.66 :: 27.-l2 296.00 = 27.62 J20.66;t 28.91 371.33 :!: 38.99 

280.60:: 1711 311:? 60:: 16.07 305.:?0 :: 21.06 319.W ::_18.89 328.00:: 25.52 406.00 :!: 14.14 

Valores expresados en promedio :+:: DE. *p<0.05 VS Cll.°p<0.05 vs CI. Cll. • p= no 
signilkativa. 

"º ... 

'ºº 

"º 

Gráfica 1: Promedio de pesos durante la gestación. 

PESO DURANTE LA GESTACION 

d115 di• 13 

DIAS DE GESTACION 
d1115 

-~E-1--

--- Ell --a-c1 
.':'::':"_-."::"'."':e~ •. 

d•• 20 

Valores expresados en promedio + DE. *<0.05 vs Cll. ºp<0.05 vs Cl.Cll. • p= 
no significativa. 

TESrn (~C)J,\T 

FALLA D~ ORIGEN 
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8.2. GLUCOSA 

Los niveles de glucosa en los lotes experimentales El y EII incrementaron a lo largo de la 
gestación, alcanzando niveles mayores a los 380 mg/dl el día 20 de la gestación, sin 
presentar diferencias significativas entre ellos. 
Las ratas de los lotes control mantuvieron niveles de glucosa menores a los 100 mg/dl 
durante toda la gestación. Al comparar los lotes experimentales con los controles se 
encontraron diferencias significativas (tabla 2, gráfica 2). 

TABLA2: Niveles de glucosa durante la gestación. 
GLUCOSA DIA6 DIA8 DIA 13 
El 89.56 ± 15.33 284.75 ± 57.64* 327.85 ± 70.39* 
n=51 
EII 87.52 ± 9.579 370.75 ± <:5.63* 3<:6.91 ± 74 . .:8* 
n=23 
CI 88.33 ± 11.02 84.50 ± 15.25 82.33 ± 9.157 
n=6 
CII 101.40 ± 11.71 89.60 ± 6.877 93.00 ± 5.000 
n=5 

Valores expresados en promedio ±DE. *p<0.001 vs CI, CII. 

Gráfica 2: Niveles de· glucosa durante la gestación. 

500 -
450 -
400 -

350 -

..J 300 -

~ 250 -
ll 200 -

GLUCOSA DURANTE LA GESTACIÓN 

150 

1009!!=====---'"""'!~---======="!ll!===----~-e 
50 

o --- ----
DIA6 DIAB DIA 13 DIA20 

DIAS DE GESTACIÓN 

DIA20 
385.66 ± 95.31 * 

399.20 ± ~ l.33* 

82.00 ±3.162 

79.50 ± 3.535 

---El 
--Ell 
--CI 

--cu 

Valores expresados en promedio ±DE. *p<0.001 vs CI, CII. 
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8.3. CETONURIA. 

El lote El presentó una elevación de cetonas en orina, llegando a tener su valor máximo el 
d!a 13 de la gestación: 18 ± 42.32, disminuyendo hasta el día 20 presentando un valor de 
0.476 ± 1.50 mg/dl. 
El lote Ell presentó un aumento en la concentración de cetonas en orina aproximadamente a 
la mitad de la gestación llegando a tener un valor promedio de 103.18 ± 78.93 mg/dl el día 
13 de la gestación, disminuyendo el día 20 hasta llegar a un valor de 48 ± 67.46 mg/dl. 
Los lotes CI y CII no presentaron elevaciones de cetonas en orina. 
Al comparar los valores de cetonas de los lotes experimentales El y Ell se encontró una 
diferencia significativa los días 13 y 20 de la gestación con un valor de p<0.00 l. La 
comparación entre el lote El ccin respecto a los controles CI y Cll no presentó diferencia 
significativa. La comparación entre el lote EII con respecto a los controles CI y CII fue 
significativa con un valor de p<0.005 los días 13 y 20 de la gestación (tabla 3, gráfica 3). 

TABLA 3: Cetonuria durante la gestación. 
LOTE DIA6 DIA 13 DIA20 

El o 18 + 42.32• 0.476 + 1.50• 
Ell o 103.18 + 78.93• 48 + 67.46·-
CI o o o 
Cl' o o o 

Valores expresados en promedio± DE. •p<0.005 VS Ell,Cl,CII. 
•p= no significativa VS CI,CII. 

Gráfica 3: Cetonuria durante la gestación. 

CETONURIAS DURANTE LA GESTACIÓN 

-+-El 

--Ell 
--CI 

--cu 

-100 -

DIAS DE GESTACIÓN 

Valores expresados en promedio± DE. *p<0.005 VS Ell,Cl,Cll. 
•p= no significativa vs CI.CII. 

TE1 !;!T(~ CO~T . ülu . ~ 
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8 . .i. GLUCOSURIA. 

El lote El presentó un ligero aumento de glucosuria para el día 13 de la gestación con un 
valor promedio de 1540.74 ±_655.30 mg/dl, aumentando nuevamente el día 20 de la 
gestación con un valor de 2000 mg/dl. 
Los niveles de glucosa en orina (glucosuria) en las ratas de EII alcanzaron un nivel 
promedio el dia 13 de la gestación con un valor de 1200 ± 682.27 mg/dl, aumentando el 
día 20 de la gestación con un valor de 141 O ± 825.22 mg/dl. 
Las ratas del lote Ell presentaron niveles de glucosa en orina significativamente mayores 
que las ratas de los lotes control con un valor de p<0.001, y significativamente mayores que 
los valores del lote El con un valor de p< 0.001. Las ratas del lote El presentaron niveles 
significativamente mayores que las ratas de los lotes control con un valor de p<0.001 (tabla 
4. gráfica 4). 

TABLA 4· Glucosuria de la gestación. 
LOTE DIA 6 DIA 13 DIA20 

El o 1540.74 + 655.30• 2000 • 
Ell o 1200 + 682.27* 1410 + 825.22* 
CI o o o 
Cll o o o 

Valores expresados en promedio± DE. *p<0.001 VS Ell.Cl,Cll. 
•p= <0.001 VS CI, Cll. 

Gráfica 4: Cetonuria durante la g<'stación. 
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Valores expresados en promedio± DE. *p<0.001 VS EII,CI.CII. 
•p= <0.001 VS CI, Cll. 
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8.5. QUÍMICA SANGUÍNEA. 
8.5.1. GLUCOSA SÉRICA 

El día del sacrificio de las madres, el promedio de glucosa sérica que presentó el lote El 
fue de 445.04 ± 122.40 mg/dl y del lote EII fue de 467.63 · ± .154.81 mg/dl, al 
compararlos no tienen diferencia significativa con una p > 0.05. La glucosa sérica que 
presenta el lote CI fue de 79.166. ± 8.518 mg/dl y del lote CU fue de 81 ± .2.645 mg/dl, 
tampoco representa diferencia significativa. · .. 
Los valores de glucosa sérica en los lotes experimentales El y EII fueron significativamente 
más elevados que los de los lotes controles Cl, CII (tabla 5, gráfica 5). 

Tabla 5. QUÍMICA SANGUÍNEA DE LAS RATAS DE TODOS LOS LOTES EL DIA 
DE SACRIFICIO. 
LOTE Glucosa Colesterol Triglicéridos VLDL HBAlc Insulina 

(mg/ di) (mg/ di) (mg/ di) (mg/ di) (%) µU/di 
El 1445.04 ± 68.56 ± 325.90 ± 65.09 ± 7.42 ± 15.04 

' 122.40* 27.46• 209.37• 41.78• 0.60* 3.60* 
EII 467.63 ± 57.54 ± 330.63 ± 66.18 + 5.95 ± 11.05 -

154.81 * 18.65• 175.28• 35.06• 0.79* 4.42* 
CI 79.166 ± 69.2 ± 396.33 ± 78.83 + 1.6 ± 15.71 -

8.518 12.17 159.56 31.67 0.60 4.88 
CII 81 ± 2.645 72 ± 386 ± 77.33 ± 2.9 ±0 14.13 

12.05 143.37 28.37 5.25 
Valores expresados en promedio± DE. *p<0.009 VS CI, CII. •p= no s1gmficat1va. 

Gráfica 5.Glucosa sanguínea durante la gestación. 
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8.5.2. COLESTEROL 

Los valores de colesterol del lote El fueron de 68.56 ± 27.46 md/dl y el lote EII de 57.54 
± 18.65 md/dl, si.:ndo esta una diferencia no significativa con un valor de p >0.05. 
Los valores de colesterol en el lote Cl fueron de 69.2 ± 12.17 mg/dl y de CII fueron de 72 
± 12.05 mg/dl lo cual no fue significativo con un valor de p >0.05. 
Las ratas del grupo El vs CI, El vs CII, EII vs CI y EII vs Cll no fueron significativas con 
un valor de p > 0.05 (tabla 5, gráfica 6). 

Grafica 6. Colesterol durante la gestación. 
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8.5.3. TRIGLICERIDOS 

COLESTEROL 

p > 0.05 
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Los niveles de triglicéridos de las ratas del lote El:fueron de. 325.90 ± 209.37 mg/dl, y los 
del lote EII fueron de 330.63 ± 175.28 mg/dl .lo cual nó fue significativo con un valor de 
p > 0.05. . 
Los niveles de triglicéridos de las ratas de CI fueron de.3'1633 ± 159.56 mg/dl y los del 
lote CII fueron de 386 ± 143.37 mg/dl lo cual no representa una diferencia significativa 
con un valor de p >0.05. . 
Al comparar los valores de triglicéridos entre los lotes experimentales El y EII y CI y CII 
no se encontraron diferencias significativas (tabla 5, gráfica 7). 
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Gráfica 7: Triglicéridos. 
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8.5A. VLDL (LIPOPROTEÍNAS DE MUY BAJA DENSIDAD). 

Las lipoproteínas de muy baja densidad, se calculan basándose en los niveles de 
triglicéridos, porque se comportan de manera similar a éstos. El lote El presentó 65.09 ± 
41. 78 mg/dl, el lote EII presentó 66.18 ± 35.06 mg/dl, al compararlos la diferencia no fue 
significativa p > 0.05. Al comparar los lotes experimentales El y EII contra los controles 
Cl y CII no se encontró una diferencia significativa p > 0.05 (tabla 5. gráfica 8). 
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Gráfica 8: VLDL. 
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8.5.5. INSULINA 

Las ratas del lote El tuvieron un promedio de insulina de 15.04 ::!: 3.60 ~1UI. Las ratas del 
lote EII presentaron un promedio de insulina de 11.05 ::!: 4.42 µU!. Las ratas del lote CI 
presentaron un promedio de 15.71 ± 4.88 µUl mientras que las ratas del lote CII fue de 
14.13 ± 5.25 µU!. Los valores de insulina son m:nores en las ratas de los lotes 
experimentales- El y Ell comparados con los de los lotes controles CI y CII. Y son 
significativas las diferencias con una p= 0.009 (~abla 5, gráfica 9). 

Gráfica 9: Insulina. 
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8.5.6, HBA1c(llEMOGLOBINA GLUCOSILADA). 
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El porcentaje de HbA 1c del lote El fue de 7.42 ± 0.60%, y el del lote EII fue. de 5.95 ± 0.79 
%. Las ratas de los lotes El y Ell presentaron niveles significativamente más elevados de 
HBA1c (tabla 5, gráfica 1 O). 
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Gráfica lO:HbA1c 
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9. FETOS. 

9.1. NUMERO DE FETOS POR CAMADA 

El promedio de fetos fue significativamente mayor en los lotes controles al compararlo con 
los lotes experimentales p<0.00 l. El número de fetos del lote EII · es significativamente 
mas bajo que el del lote El p<0.001 (tabla 6. gráfica 11 ). 

TABLA: 6. NUMERO DE FETOS POR CAMADA 
LOTE FETOS 

El 6.06* + 3.64 
EII 2.33* + 2.08 
Cl 8 + 3.57 
Cll 11 ± 2.44 

Datos expresados en promedto ±DE. *p<0.001 Cl VS Ca 

TESi~ rnN 
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9.2. PESO 

Gráfica! !:Número de fetosporcamada. 
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El promedio de peso de los fetos fue significativamente mayor para los lotes control que 
para los experimentales p<0.00 l. Los fetos del lote EII presentaron un. peso 
significativamente mas bajo que el del lote El p<0.001 (tabla 7, gráfica 12). 

TABLA 7. Peso de los fetos de 20 días. 
LOTE PESO( gramos) 

El 2.33 + 0.61* 
EII 1.12 + 0.92* 0 

CI 3.06 + 0.56 
CII 2.44 + 0.27 
*p<0.001 VS CI. CII. •p<0.001 VS El 
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9.3. TALLA. 

Gráfica 12: Peso de los fetos. 
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En lo que respecta a la talla de los fetos los lotes control . tuvieron Una talla 
significativamente mayor que los fetos de los lotes experimentales p<0.001. los fetos del 
lote Ell tú vieron una talla significativamente menor p=0.008 (tabla 8, gráfica 13 ). 

TABLA 8. Talla de los fetos de 20 dias. 
LOTE TALLA (milímetros) 

El 48.91 + 4.-12* 
Ell 41.93 .:!: 5.98• 0 

CI 54.16 + 2.19 -
Cll 52.9 + 2.41 -
Valores expresados -:n promedio.:!: DE. 

•p<0.001 vs CI. Cll. ºp<0.008 VS EI,••p<0.001 VS El. 
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Gráfica 13: Talla de los fetos. 
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El promedio <le reabsorciones fue significativamente mayor para los lotes experimentales 
p<0.001. Mientras que los lotes controles no presentan reabsorciones incluso en el lote CII 
no se presentó ninguna reabsorción (tabla 9, gráfica 14). 

TABLA: 9. REABSORCIONES 
LOTE PROMEDIO DESVIACION 
El 3.63"' 3.04 
El! 5.5• 6.36 
Cl 1 o 
Cll o o 
Valores expresados en promedio .:t DE. *p<0.001 VS Cl. Cll 
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10. PLACENTAS. 

Gráfica 14: Número de Reabsorciones. 
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10.1. PESO Y DIÁMETRO DE LAS PLACENTAS. 

En el peso de las placentas hubo diferencia significativa entre el lote El y los lote~ control 
(table 1 O). El lote El si presenta diferencia significativa al compararlo con los lotes control, 
pero no con el lote El l (gráfica 15). 
t;:l diámetro de las placentas fue significativamente mayor en los lotes experimentales al 
compararlos con los controles. La diferencia entre El y EII fue también significativa 
(tabla 1 O. gráfica 16). · 

TABLA 10: PLACENTAS. 
LOTE PESO (gramos) DIAMETRO (milimetros) 
El n-7 0.99 + 0.30* 17.70 + 2.66* -
El! n-99 0.83 + 0.22• 16.93 + 1.72º - -
Cl n-8 0.76 + 0.11 16.53 + 1.24 - -
Cll n-45 0.70 + 0.14 15.29 + 2.37 -
Valores expresados en promedio:!: DE. *p<0.005 VS Cl. CII. 

ºp<0.001 vs El.•p= no significativa. 
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Gráfica 15: Peso de las placentas. 
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Gráfica 16: Diámetro de las placentas. 
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11. ANÁLISIS MORFOLÓGICO DE LA PLACENTA. 

La placenta de ratas de 20 días de desarrollo está constituida de . 3 regiones que en 
dirección feto-nmterna son: ti) región laberíntica, b) región intermedia (espongiotrofoblasto) 
y· c) región de células gigantes. Sus características se· resumen en el cuadro 4. Micrografías 
1,2,3 y4. . 
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Micrografía 1: Placenltl de nua de 20 días de Micrografía 2: Placenta de ruta de 20 díus 
de Gcs1aci6n. Donde se observan las tres regiones Gcslacil">n. Dom.Je se observan las tres regiones 
<¡ue la forman: CG (Células Gigantes), que la forman: CG (Células Gigantes), 
E (Espongiotrol'oblasto), ZL <Zona Laberín- E (Espongiotrofoblasto), ZL (Zona Laberíntica. 
tica). CI. H/E. 25X. CI. H/E. 25X. 

~:·::.; '.':;·'·:1~:·/:;g~1~1~ 
~,1 .. ~ E- ,, , ... ... . ... ·~~:t.:.', 

~~-'. > : X';::\::·1:::~~' 
Microgrnfía 3: Placenta de rata ele 20 días ele 
Gestación. Done.le se obscrvun las tres regiones 
que la forman: CG (Células Gigantes), 
E (Espongiotrol'oblasto), ZL (Zona Laberíntica). 
El. H/E.25X. 
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u) Re.gión laberíntica. 

En los lotes controles esta región comprende más de lu mitad del volumen total de la 
placenta; es lu porción más cercmm al embrión. Está constituida por trofoblusto que se 
rmnil1cu formando vellosidades que en su interior presenta vasos sanguíneos fetales; ul 
exterior entre ellas se encuentrnn vasos mutemos. Las vellosidades están limitudus por una 
capa sinciciul multinucleudu en lu que se observan células de forma ovoide con un núcleo 
esférico centrnl y citoplusnm granular con inclusiones de glucógeno. En esta región se 
observaron células trofoblásticus con apariencia cúbica, que presentan un núcleo central 
esférico y con un citoplasma ligcrnmente denso. Se observaron células gigantes mono y 
binucleadus siendo éstas de mayor tamaño y localizadas en lu proximidad de los vasos 
sanguíneos. Estas células se curncterizun por presentar un citoplasma granuloso y un núcleo 
excéntrico. Microgrnfíus 5 y 6. 
En región se puede observar la presencia i'.le linfocitos y gran cantidad de vasos sanguíneos 
fetales de diferentes calibres. 
El mesénquimu fetal es escaso con apariencia luxa y se encuentra rodeando u los vasos 
sanguíneos fetales que contienen de eritrocitos no nucleudos (Microgrnfíu 6). 
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?Mi! 
Micrografía 5: Zona Laherímica (ZL). Donde 
SI.! ohscrva la presencia de vasos sanguíneos 
fetales (VSF). Vellosidades (V). 
CII. H/E. 50X. 
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Micrograíía 6: Zona Laberíntica (ZL). Donde se 
observan la presencia de Células con Glucógeno 
(CGIJ, Vellosidades (V). Vasos sanguíneos fetales 
(VSF), Lagunas de Sangre materna (LM). 
CII. H/E. IOOX. 

En los lotes experimentales se observó una disminución en el grosor de la pared de las 
vellosidades siendo más delgada que en los controles (Comparar Microgrufíus 6 con la 
Micrografía 8 y 10). Las vellosidades están rodeadas por una capa sincicial multinucleudn, 
con una menor cantidad de células trofoblústicas inmersas en él. Lu vuscularización es 
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mayor comparada con la observada en los lotes controles, incluso es mayor en el lote BII. 
Las paredes de los vasos sanguíneos presentti.n un menor grosor y se observan más 
dilatados (Micrografía 7). El mesénquima íctal, ele apariencia lihrilar, es abunclunte y rodea 
a los vusos sanguíneos. Hay un notable aumento en la cantidad de linfocitos. 
La presencia de quistes y material en degeneración íue observado en esta región 
(Micrografía 7), siendo mayor en el lote BII, con lo cuál la barrern placenta! aumenta su 
grosor (Micrografía 10). 
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b) Región intermedia (espongiotrofoblasto). 

En los lotes controles, esta región esttí ubicada entre la región laberíntica y la región de 
células gigantes y está rodeada por vasos sanguíneos maternos provenientes de la zona de 
células gigantes. Está constituido por células trofoblásticas que forman varias capas y 
pueden ser mono o hinucleadas. Su distribución es regular a lo largo del disco placental y 
en ocasiones se observó rodeado de trofohlasto (Microgrnfía 11 ) . 
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Micrografía 1 1: E (Espongiotroi'ohlasto). 
N (Núcleo de espongiotrol'ohlasto). 
Cll. H/E. lOOX. 

En los lotes experimentales esta reg1on es extensa, encontrándose grnpos de este tejido 
inmersos entre las capas de células gigantes e incluso presentan una imagen que sugiere la 
invasión del espongiotrofohlasto hacia la región laberíntica. Se observaron zonas reducidas 
de espongiotrofohlasto que se encuentrnn inmersas dentro de la región laberíntica y están 
rodeadas de células con glucógeno, formando quistes (Micrografía 12.13). 
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c) Región de células gigantes del trofoblasto. 

En los lotes controles esta región se compone predominantemente por: 
! .células gigantes. 
2.células basofilas pequeñas. 
3.células con glucógeno. 

Las células gigantes del tmfoblasto son células voluminosas. localizadas principalmente en 
la periferia de la placenta y se encuentran muy cercanas a los sinusoide~ maternos, los 
cuales sólo se observaron en esta región. Estas c~lulas se observaron muy cercanas a la base 
de la placenta y en algunos casos formando gmpos. Son fücilmente distinguidas por su gran 
tamaño. presentan un citoplasma con acumulaciones de glucógeno y un núcleo esférico y 
central (Micrografia !y 2). 
Las células con glucógeno se distribuyen cerca de la base de la placenta en las 
proximidad1..~ Je las célul<:.s gigmlll::s del trofobias<-J. prese11ta.1 nl.cieos ¡;icnóticus ~ en 
algunos casos desplazados hacia el centro de la célula. Se observó también un número 
reducido de células basolilas muy cercanas a las células con glucógeno y muy cercanas al 
espongiotrofoblasto (Micrografia 2). 
La capa de células gigantes está constituida por una menor cantidad de células, localizadas 
en la periferia de la placenta. Al comparar la cantidad de células con glucógeno de estos 
lotes con los lotes experimentales se pudo observar un aumento considerable de células con 
glucógeno ( Microgra11a 1 ). 

En los lotes experimentales la capa de células que constituye a la región de células gigantes 
se encontró incrementada. La distribución de estas células varia con respecto a los 
controles. pues aquí se encuentran en gran número distribuidas a lo largo de la periferia del 
disco plucent:il. formando grupos. La apariencia de células gigantes en muchos casos es 
vacuol::da. observándose cambios degenerativos indicados por la acidofilia del citoplasma 
celular (Microgra11as 3,4,9). 

En algunos casos se observan grandes espacios o s1t1os con material amorfo acidófilo 
causado por la degeneración de las células con glucógeno (Micrografia 4). 
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Cuat::,·o 4: Principales características de la placenta de roedores. 

REGIÓN FUNCIÓN MORFOLOGÍA 
POSICIÓN Y 

TIPOS 
CELULARES 

•Análoga en función Altamente plegada, Región más cercana 
a las vellosidades se ramifica formando al embrión. 
libres del corión vellosidades. *Células con 
humano. glucógeno. 
*Intercambio de *Células 

LABERÍNTICA gases y nutrientes. trofoblásticas de 
apariencia cúbica. 
*Células gigantes 
mono o binucleadas. 
•Linfocitos. 

*Zona de mayor Constituido de varias Región Intermedia. 
contacto para la capas de células *Células 
captación de trofoblásticas. trofoblásticas mono o 

INTERMEDIA nutrientes. binucleadas. 

(ESPONGIOTRO-
FOBLASTO) 

·.· 

' *Mediadoras de la *Mayor tamaño. Periferia del disco 
implantación, •Esféricas u ovoides. placenta!. 
promueven la *Poseen uno o varios *Células basofilas 
invasión hacia el núcleos. pequeñas. 
útero. *Citoplasma *Células con 
*Producen VEGF, granuloso. glucógeno. 

CÉLULAS proliferina y *Cercanas a los vasos 
GIGANTES DEL adrenomedulina. sanguíneos. 
TROFOBLASTO *Promueven el flujo 

sanguíneo materno al 
sitio de implantación. 
•Fuente de 
hormonas. 
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12. DISCUSIÓN. 

Se ha demostrado que la STZ es uno de los agentes más eficaces en la inducción de la 
diabetes en diferentes modelos experimentales (13,15,43,44,53). Su eficacia depende del 
modelo animal y la dosis empleada para lograr establecer un estado permanente del efecto 
diabético (13,15.53). 

En diferentes estudios, utilizando dosis de STZ desde los 25 hasta los 100 mg/kg se ha 
comprobado que existen efectos diabetogénicos que varían en intensidad y en la aparición 
de las complicaciones (15). Las dosis mas utilizadas son las de 45 a 70 mg/kg de peso. Las 
dosis de 30 y 40 mg/kg de peso producen una elevación de los niveles de glucosa. pero 
este efecto se pierde al día 10 en el que los niveles tienden a regularizarse ( 15, 37, 55. 118). 

Se ha planteado que la forma de acción inicial de la STZ para inducir el efecto 
diabetogénico es la destrucción de las células 13 ( lo que promueve un descenso de insulina 
que produce una hipoglucemia que puede tener como resultado un efecto letal sobre los 
animales durante las primeras 48 horas de la inducción. Los animales que sobreviven 
a<lquier<'n un estado de hiperglucemia a largo plazo. presentándose las complicaciones 
propias de (¡: Jiabetes. 

En nuestro estudio, en los lotes experimentales los niveles de glucosa se elevaron a las 48 
horas posteriores a la inducción, y se mantuvieron con valores superiores a los 200 mg/dl 
hasta el día 20 (sacrificio), lo cual confirma el efecto permanente de la inducción de la 
diabetes, gráfica 2. 

La pérdida de peso se ha asociado con la severidad de la diabetes, reportes de ratas 
inyectadas con 55mg/kg de peso y 65 mg/kg de peso, describen que estas ratas son 
incapaces de aumentar de peso durante la gestación (13,57,108). 

En este estudio los lotes controles CI y CII, aumentaron constantemente de peso a lo largo 
de la gestación. presentando una diferencia significativa con los lotes exp.erimentales El y 
EII; los cuales no tuvieron una elevación considerable en su peso .a· 10 largo de .la 
gestación. El día del sacrificio, el lote EII presentó un peso menor que· al iniéio del estudio. 
Esto se puede atribuir a la hiperglucemia (71 ). · :::. '· · 

Diferentes factores como el hipoinsulinismo y la alteración en'.los'n.iv~les de 'glucosa han 
sido reportados como agentes responsables de la producción de anormalidades en fetos y 
crías de rata (53.55,57.66). · 

Dentro de las complicaciones que han sido descritas en los estudios sobre diabetes 
experimental se encuentra la cetonuria. la que también se ha relacionado con alteraciones 
en el desarrollo. La cetonuria es el reflejo de la disminución de insulina, la reducción de la 
disponibilidad tisular de glucosa y el consecuente aumento de la lipólisis al interior de las 
células, lo que produce una sobreproducción de cuerpos cetonicos como el hidroxibutirato, 
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el ácido acetoacético y la acetona. que el hígado es incapaz de metabolizar por lo que son 
excretados en la orina. La consecuencia de la carencia de glucosa tisular lleva a un 
incremento de la glucogenólisis en el hígado, lo que se refleja en una mayor hiperglucemia 
(119). 

En este estudio. el lote Ell presentó los niveles más elevados de cetonuria, el día 13 de la 
gestación. sin embargo estos niveles disminuyen conforme transcurre la gestación. Este lote 
presenta el menor número de productos y el mayor número de reabsorciones, por lo que 
podríamos pensar que el efecto de sinergia entre la cetonuria y la hiperglucemia es 
responsable del número de reabsorciones por una ampliación del efecto teratogénico en 
etapas clave del desarrollo. En el caso del lote El los niveles de cetonuria fueron más 
elevados, sin embargo tuvieron un comportamiento similar al del lote Ell. al alcanzar el 
pico máximo y disminuir gradualmente hasta el día de sacrificio, probablemente en este 
lbte la relación cetonuria-hiperglucemia fue menor debido a la dosis de inducción 
empleada. lo que se refleja en un mayor número de fetos y menor número de reabsorciones. 

Los estudios realizados por Sybulski con ratas gestantes a las que se les administró una 
dosis de 50mg/kg de peso de STZ mostraron que solo una rata tuvo evidencias de gestación 
y presentó disminución de peso y cetonuria (26). Estos estudios son discordantes con 
nuestros datos, debido a que el porcentaje de ratas con embriones y cetonuria fue 
considerablemente mayor en este estudio utilizando la misma dosis. 

Las ratas del lote Ell presentaron niveles significativamente menores de insulina que los 
presentado!' por el lote El y que los lotes control. La falta casi absoluta de insulina, 
provoca un aumento en la lipólisis y por ende en los niveles de ácidos grasos libres, los 
cuales son oxidados en el hígado, incrementando la producción de cuerpos cetónicos, 
cetonuria y en el último de los casos acidosis (pH) ( 1 19). 

No se observó un incremento significativo en los niveles de triglicéridos en las ratas del 
lote Ell al compararlas con el resto de los lotes, éste parámetro suele estar alterado en ratas 
diabéticas. de tal forma que la correlación de hiperglucemia, hipertrigliceridemia e 
hipoinsulinemia puede servir para predecir el desarrollo de los productos de madres 
diabéticas y su estricto control puede prevenir la aparición de malformaciones e incluso la 
muerte intrauterina ( 120). 

Existen estudios controversiales tanto en ratas como en humanos diabéticos en donde las 
concentraciones de colesterol plasmático se encuentran elevadas, no se presentan o se 
encuentran disminuidas. En nuestro estudio. las ratas presentaron aumentos muy ligeros 
en la concentración plasmática de colesterol el día del sacrificio; los niveles de colesterol 
que presentaron las ratas del lote El no son diferentes de los presentados por las ratas de los 
lotes Ell, CI. Cll. 

El porcentaje de fetos por camada en los lotes control CI y CII fue mayor. mientras que en 
los lotes experimentales el número de fetos fue mucho menor. 

El lote Ell presento un mayor número de reabsorciones, seguido por el lote El y por ultimo 
los lotes control. Estos datos muestran que la gestación en un ambiente hiperglucémico está 
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relacionada con un aumento en el porcentaje de reabsorciones y por lo tanto una 
disminución en el número de fetos por camada. 

El efecto de la hiperglucemia sobre el desarrollo se ha relacionado con la dosis y la edad 
del embrión, los estudios de Sadler en cultivos de embriones concluyen que la 
hiperglucemia afecta a los embriones desde las etapas de la embriogénesis temprana tales 
como la gastrulación. la inducción del tubo neural, el establecimiento de los ejes de 
simetría, etc ( 71 ). Durante estos períodos de la embriogénesis temprana se encuentran 
activados la mayor parte de los genes que controlan los procesos del desarrollo. por lo que 
el efecto hiperglucémico puede incrementarse, lo que demuestran los estudios de Phellan, 
en los que establece una alteración del gen Pax3 que produce alteraciones en la formación 
del tubo neural. estas alteraciones dependen de la concentración de glucosa en cultivo de 
~mbriones de rata (65). 

En este estudio se utilizaron dosis de 50 mg/kg de peso y 60 mg/kg de peso de STZ, estas 
dosis produjeron hipergluccmia (lote El y Ell respectivamente). El lote El tuvo mayor 
porcentaje de embriones y menos reabsorciones que el lote EII. La tasa de mortalidad en el 
lote Ell es mayor que t:l presentado en el lote El, podemos pensar que la dosis de 60mg/kg 
de peso probablemente ejerce un efecto mayor disminuyendo la sobrevida de las crías. Los 
animales que sobreviven a este efecto podrían establecer un cuadro hiperglucémico, debido 
a que el efecto teratogénico se manifiesta muy tempranamente por lo que el número de 
embriones es menor. y la tasa de reabsorción es mayor. 

Existen diversos reportes que establecen un retraso en el desarrollo de los productos de 
madres diabt!ticas. relacionándolo con una disminución de la talla y el peso de los fetos que 
está en relación con la severidad de la diabetes ( 118). En este estudio estos datos se 
confirman pues los fütos de los lotes CI y Cll, tuvieron una talla y un peso 
significativamente mayor que los de los lotes El y Ell. El lote Ell presentó menor talla y 
peso que el lote El. lo que puede atribuirse a niveles más altos de glucosa. 

El retraso en el desarrollo y la disminución en la talla de los fetos en la diabetes 
experimental. también han sido atribuidas a alteraciones en el desarrollo de la placenta. 
Forsberg manifiesta que las placentas de los fetos que se desarrollan en un ambiente 
diab<!tico sufren alteraciones en el momento del desarrollo en que se está llevando a cabo la 
vascularización corioalantoidea. lo que provoca un decremento en la eficiencia placentaria 
que se relleja en una disminución en la talla del embrión y un retraso en el desarrollo. 
Considera que las placentas de madres diabéticas presentan un mayor volumen debido a 
una alteración de las proteínas de matriz extracelular que re3ulan su establecimiento, con lo 
que las placentas adquieren un fenotipo proliferativo. más que un fenotipo invasivo. lo que 
le confiere un posible carácter de inmadurez. que se relleja en una ineficiencia placenta!. 

Las placentas de los lotes Cl y Cll presentaron un menor diámetro y peso que las placentas 
de los lotes El y Ell. y de estas las del lote El alcanzaron un mayor diámetro y peso. Estos 
resultados concuerdan con lo planteado por Forsberg (114). 
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Al analizar la estructura de la placenta de 20 días de desarrollo se observó que una capa de 
tejido conjuntivo delimita a la placenta, su análisis mediante microscopía de luz muestra 
diferencias entre los grupos controles y los experimentales y al comparar el grupo 
experimental 1 contra el 11 no se observan grandes diferencias estructurales. 

Gewolb y colaboradores (1986) analizaron por medio de microscopia de luz y electrónica 
las placentas de ratas diabéticas inducidas con una dosis de 40-45mg/kg de STZ i.v los días 
14, 18 y 22. Encontraron que las placentas de ratas diabéticas son más grandes y los fetos 
más pequeños que las de los controles. Las placentas de ratas diabéticas especialmente al 
inicio de la gestación, presentan numerosas células con glucógeno que pueden ser 
distinguidas en la zona basal. En la zona laberíntica, las vellosidades trofoblásticas son 
significativamente mas gruesas en las placentas diabéticas los días 18 y 22 y presentaron 
acumulaciones de lípidos, especialmente en la zona trofoblástica 2. l.;1 zona laberíntica el 
día 22 en las placentas diabéticas contienen más glucógeno y retículo endoplásmico rugoso 
en las zona trofoblásticas y esta característica también se encuentra en las placentas de 18 
días control. Estudios bioquímicas han demostrado la continua división celular y el 
incremento en la cantidad de glucógeno en placentas diabéticas. atribuyéndole un carácter 
inmaduro. La evidencia citológica confirrna la presencia de un incremento en el glucógeno 
y las re>crvas de lípidos en la zona laberíntica especialmente en el área celular entre la 
sangre maten1a y la fetal. Concluyen que las modificaciones que presenta la membrana 
interhemal en la zona laberíntica de las placentas diabéticas incrementa la distancia de 
difusión entre la circulación materna y la fetal y tiene un efecto placenta( adverso a su 
funcionamiento y resulta en un retardo en el crecimiento fetal en este modelo de gestación 
diabética. Los fetos en este modelo fueron más pequeños que los controles el día 14 de la 
gestación. Las placentas son más grandes que· los controles el día 18, pero no poseen 
diferencias en tamaño los días 14.16 (106). 

Estos planteamientos concuerdan con nuestros estudios ya que las placentas de 20 días de 
desar.ollo mostraron un aumento en su peso y diámetro, este aumento en la masa placenta( 
puede atribuirse a un mecanismo insuficiente para disminuir el flujo uteroplacental en este 
1¡10delo. Mientras que los fetos tuvieron una disminución en su peso y talla. Las 
modificaciones morfológicas planteadas por Gewolb y colaboradores son observados en 
nuestro modelo. 

Nuestros estudios concuerdan con los estudios realizados por Padmanabhan y Shafiullah 
(2001 ). quienes examinaron las placentas de ratas diabéticas gestantes, inducida con 50 
mg/kg de STZ. los días 14-20. Ellos encuentran que el retardo en el crecimiento en el 
grupo de STZ es significativo desde una etapa temprana (dia 15) y persiste hasta el último 
día de observación (día 20). Al térrnino los fetos del grupo de STZ pesaron sólo el 60% del 
peso corporal de los grupos controles y el grupo tratado con insulina tuvo una 
recuperación significativa en el peso ( 118). 

La morfología de las placentas de ratas diabéticas los días 14, l 6 y 18 varió a la presentada 
por los controles. Estas placentas se caracterizaron por presentar más cantidad de células 
con glucógeno. En las placentas de 16 y18 días de gestación observaron mesénquima fetal 
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y fibrosis perivascular. Ellos concluyen que no esta claro si los cambios en la placenta son 
la causa primaria de los disturbios en el crecimiento fetal, por consecuencia estos podrían 
traducirse como las consecuencias de un proceso de diabP.tes materna ( 118). 

Estas observaciones concuerdan con las realizadas en nuestro estudio ya que las placentas 
experimentales de 20 días de desarrollo. En la región laberíntica presentaron un 
adelgazamiento en las paredes de las vellosidades resultado de una probable disminución en 
la cantidad de tejido conjuntivo. Una menor cantidad de células trofoblásticas inmersas en 
él. La vascularización de la región laberíntica se haya incrementada en donde se observó 
que las paredes de los vasos sanguíneos presentan un menor grosor y se encuentran 
dilatados. El mesénquima fetal es abundante, la presencia de quistes en degeneración es 
observada con lo cual la barrera placenta! aumenta. 
La región de espongiotrofoblasto es extenso y se encuentra aumentado en su número de 
capas. En la re¡;i"in de células ¿ig~nt·~s de! trofoh!asto SC' ob~ervó ur aume!lto er. la 
cantidad células con glucógeno y de células gigantes distinguidas mediante la reacción 
positiva a PASS- Schiff comparada con los lotes controles. además de cambios 
degenerativos indicados por la acidot11ia del citoplasma celular y en la vacuolización 
presente en las células gigantes. En muchos casos se observan espacios o sitios en donde 
este material se ha depositado. 

13. CONCLUSIONES. 

La inducción de diabetes con 50 y 60 nig/kg de peso de STZ es igualmente efectiva, siendo 
la primera menos tóxica. La dosis de 60 mg/kg de peso de STZ disminuye en forma 
significativa el número de placentas, fetos y aumenta el número de reabsorciones. 

La combinación de hiperglucemía. hipercetonemia e hipoinsulinemia ejercen mayor 
intluencia en la génesis de las alteraciones del desarrollo de los fetos de ratas diabéticas. 

La diabetes materna altera la morfología placenta! provocando: 
a} Alteración en la vascularización de la placenta. 
b} Aumento en la cantidad de células ricas en glucógeno. 
c} Disminución en el grosor de las vellosidades placentarias. 
d} Alteración en la distribución del espongiotrofoblasto. 
e} Degeneración quística y vacuolación de las células gigantes. 
f} Aumento en la cantidad de capas q11e forman la zona de células gigantes. 
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11. ANEXO l. 

Se denomina método o técnica histológica al conjunto de operaciones destinadas a 
demostrar la disposición estructural de los tejidos (122). 

Fijación: Tiene como principales finalidat.les el evitar la descompusición y ~utolisis, ya que 
son la causa de las rápidas modificaciones que experimentan las células al morir. 

Lavado: Después de la fijación es casi siempre necesario el lavado abundante en agua con 
un tiempo variable de acuerdo al fijador. 

Deshidratación: Los disolventes de las sustancias empleadas en la inclusión~ como son el 
éter, cloroformo. xilol. etc.: no se mezclan con el agua. por lo oue es necesario' una perfecta 
deshidratación de Ja pieza con alcoholes graduales, hasta absoluto, para qÚéJa sustancia de 
inclusión penetre bien en los tejidos. · · · · · 

Inclusión: Es la operación mediante Ja cual se hace penetr~ éniapieza cleshid~atádauna 
materia soliditicable que tiene a lo más la consistencia del tejido y facilita la ejecución de 
cortes; puede usarse para este fin la parafina., · · ' · 

lNCLUSlON EN PARAFINA (122). 

l. Fijar en formol al l 0% por 24 horas cOmo rní~i~o; · 
2.Lavar en agua corriente 1 hora. · ·. ~ .. · · .. ;:·· . .. 
3.Deshidratar con alcoholes de concentración ;}5cenclente; de 50,70,80,96°, y absoluto, 45 
minutos en cada alcohol. · " 
4.Aclarar en xilol 30 minutos. 
5.lncluir en parafina. Se sumerge Ja pieza en parafina fundida a 5Sº,C; se hacen'2 cambios, 
de 1 hora cada uno. · :.· . " .· , ""/' . : 
6.En cajas de plástico se coloca parafina fundida limpia; s~ introdÜce la piez:i y se orienta 
de acuerdo a Ja forma en que se va a cortar. · · · 
7 .Se etiqueta. . . ·. ·. 
8.Se rodea Ja pieza con una aguja de disección caliente. con el objeto de sacar las burbujas 
que se hayan formado al introducir el fragmento. · · · 
9.Sc deja solidificar a temperatura ambiente. 

CORTES EN PARAFINA (122). 

1. Ya solidificada la parafina, se delimita con una navaja, cl~do forma de pirámide. 
2.Se coloca en el micrótomo paralelo al filo de la m.vaja. 
3.Se hacen cortes de 5 micras. 
4.Los cortes se colocan en un baño de flotación. a 46°C con gelatina bacteriológica 
previamente disuelta. , . 
5.Se dejan extender y se adhieren al portaobjetos· ... · 
6.Se dejan secar a temperaCura ambiente. 
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DESPARAF!NAC!ÓN E HIDRATACIÓN DE LOS CORTES (122). 

l .Colocar en la estufa a 58°C 30 minutos. 
2.Colocar. en xilol 10 minutos. 
3.Colocar en alcoholes de 100º, 96°,' 70° y 50º.• por 5 min.utos cada uno, 
4.Colocar en agua destilada. - · 

Tinción. . • · .· ·. 
Es un método indispensable que permite obtener 11na clara im~gen d~ conjunto de los 
tejidos y órganos. La•.'.el~~Ción de uria tiricióri'.depende de los.dementes que se deseen 
observar,' · ··· :}; ' • ; / ;:.~• ,,, 

-·.,.'>'.._ :,: ~ ... 

· HEMATOXILINÁ-EOSINA (hematoxilina de Harris-eosi~~ ~lé~hóÚ¿a)'. (121) 
. · .. '.'.•" ·····'"" . 

La técnica de Hematoxilina-Eosina se co~sidera cumo. llna ~xc~i~'nt~ ti~ción ~uclear que 
permite observar el panorama general de un tejido. · · · 

l. Fijar en formol 10%. 
2.1-lacer cortes para parafina. 
3. Desparafinar e hidratar los cortes en agua destilada. 
4.Teñir con hematoxilina de Harris, 5 minutos. 
5.Virar con agua de la llave. 
6.Lavar con agua destilada para detener el viraje. 
7.Teñir con eosina alcohólica, 3 minutos. 
8.Deshidratar en alcoholes de 70° , 96° y absoluto durante 3 minutos en cada uno. 
9.Aclarar en .xilol durante 5 minutos. 
1 O.Cu!Jrir con bálsamo de Canadá o resina. 

RESULTADOS: 
Núcleo 
Citoplasma 
Mas estructuras o tejidos. 

VAN GIESON (122). 

Azul. 
Rosa ó Rojo~ 
Rosa o Rojo. 

La técnica de Van Gieson es especifica para teñir fibras colágenas. 

l. Fijar en formol 10%. 
2. Hacer cortes para parafina. 
3.Desparafinar e hidratar en agua destilada. _ 
4.Teilir con hematoxilina de Weigert, 7 minutos. 
5. Virar con agua de la llave. 
6.Lavar con agua destilada para detener el viraje. 



~1.Teñir con solución de Van Gieson durante 12 iniriutos. 
8.Deshidratar en alcoholes 96º y absolutos du.ranti: 3 minutos en cada uno. 
9.Aclarar en xilol durante 5 minutos. · 
1 O.Cubrir con bálsamo de Canadá o resina. 

RESULTADOS. 

Colágena 
Músculo 
Epitelio 
Núcleo 

Roja. 
Amarillo. 
Amarillo. 
Negro· 

.· METODO TRICROMICO DE MASSON (121). 

La técnica de Masson es especifica para teiiir elementos propios uel Tejido Conjuntivo. 

!.Fijar en formol 10%. 
2.Hacer cortes para parafina. 
3 .Desparafinar e hidratar en agua destilada. 
4.Solución de Bouin por 1 hora a 56ºC o toda la noche a temperatura ambiente. 
5.Lavar en agua corriente hasta desaparecer el color amarillo. 
6.Enjuagar en agua destilada. 
7.Teñir con hematoxilina de Weigert, 12 minutos. 
8. Virar con agua de la llave. 
9.Lavar con agua destilada para detener el viraje. 
1 O.Teñir con solución de Escarlata de Biebrich durante 2 minutos. 
11.Lavar en agua destikida. 
12.Solución de ácidos de Masson durante 10 minutos. 
13.Solución de Azul de Anilina durante 5 minutos. 
14.Lavar en agua destilada. 
15.Solución de Agua Acética 1 % durante 3 minutos. 
16.Deshidratar en alcoholes 96° y absoluto durante 3 minutos en cada uno. 
17.Acfarar en xilol durante 5 minutos. 
18.Cubrir con bálsamo de Canadá o resina. 

RESULTADOS. 

Núcleo 
Músculo. Citoplasma y Fibras 
Colágena 

Negro 
Rojo 
Azul 

70 



PASS-SCHIFF (122). 

La técnica de PAS-SCHIFF es especifica para teñir Glucógeno. 

! .Fijar en formol 10%. 
2.1-lacer cortes para parafina. 
3.Desparatinar e hidratar hasta alcohol 70°. 
4.Solución de Ácido Peryódico durante 12 minutos. 
5. Enjuagar en alcohol 70°. 
6.Lavar en enjuage reductor 5 durante minutos. 
7.Lavar en alcohol 90°. 
8.Solución de Schiffdurante 15 minutos. 
9. Lavar en 3 cambios seguidos de Bisultito de Sodio durante 2 minutos cada uno. 
1 O.Lavar en agua corriente durante 5 minutos. 
11.Teñir con Picro Índigo Carmín 1 O minutos. 
12. Deshidratar en alcoholes 96° y absoluto durante 3 minutos en cada uno. 
13.Aclarar en xilol durante 5 minutos. 
14.Cubrir con bálsamo de Canadá o resina. 

RESULTADOS. 

Núcleo Azul 
Glucógeno Rosa 

71 



111. ÍNDICE DE ABREVIATURAS 

DM 
OMS 
HbA 
HbA1c 
GnRH 
YLDL 
LDL 
HDL 
SOD 
DNA 
mM 
ROS 
Al 
NAD 
STZ 
GLUT 
NO 
LI-1 
FSH 
PRL 
T 
ip 
iv 
dpc 
pe 
ANOVA 
RDG 
MCl 

Diabetes Mellitus 
Organización Mundial de la Salud 
Hemoglobina Glucosilada 
Hemoglobina Glucosilada fracción le 
Hormona Liberadora de Gonadotropinas 
Lipoproteinas de muy baja densidad 
Lipoproteinas de baja densidad 
Lipoproteinas dt: alta densidad 
Superóx1do üismutasa 
Acido Desoxirribonucleico 
Milimolar 
Especies Reactivas de Oxigeno 
Aloxana 
Nicotidamina adcnin dinucleótido 
Estreptozotocina 
Transportador de Glucosa 
Oxido Nítrico 
Hom10na Luteinizante 
Hormona Folículo Estimulante 
Pro lactina 
Testosterona 
intraperitoneal 
intravenoso 
<lías post coito 
post coito 
Análisis de Yariancia 
Secuencia de reconocimiento a Aminoácidos para el receptor de fibronectina 
Macizo Celular Interno 
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