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RESUMEN

El modelo de ratas tratadas con estreptozotocina se ha utilizado con mucha frecuencia en la etiologia, la patologia
y el tratamiento de la neuropatia diabética. Sin embargo, existen discrepancias entre los autores en cuanto al dafo
que presentan el axén y la cubierta de mielina de los nervios periféricos cuando existe esta enfermedad. Se decidié
cuantificar el dafio morfolégico que presenta el axén y la cubierta de mielina de la fibra nerviosa en el nervio tibial
de ratas diabéticas a las 10 y 18 semanas después de inducida la diabetes mellitas, luego de la pubertad. En ratas
Wistar, con 12 semanas de edad, se indujo un cuadro de diabetes mellitas, mediante una inyeccién de estreptozotocina
y se evaluaron las variables: drea, perimetro y forma del axén, asi como el drea de la vaina de mielina de las fibras
nerviosas mielinicas, en cortes semifinos transversales. Se evidencié una disminucién del drea, del perimetro
axonal y del drea ocupada por la mielina en los animales diabéticos, en comparacién con los animales control
pareados en edad, asi como una mayor irregularidad de las fibras nerviosas en los animales diabéticos. La alteracion
morfolégica en el axén y en la vaina de mielina de la fibra nerviosa de los animales con diabetes, fue superior en
la semana 18con respecto a la semana 10. A las 10™ y 18" semanas de inducida la diabetes mellitus, se observo
una mayor afectaciéon del axén que la de la célula de Schwann. Se constaté la presencia de neuropatia mixta
axonal y mielinica en las ratas diabéticas, con una afectacién principalmente axonal.
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ABSTRACT

Quantitative morphological characterization of the tibial nerve in diabetic rats. Streptozotocin diabetic rat
model has been widely used for the study of etiology, pathology and treatment of diabetic neuropathy. However,
there are discrepancies among different authors with regard to axonal and myelin sheath damage that are present
in the affected peripheric nerves. To quantify the morphological changes produced in the axon and in the myelin
sheath of the nervous fibers at the tibial nerve of diabetic rats at 10 and 18 weeks of evolution of diabetes mellitus.
Diabetes mellitus was induced by an injection of streptozotocin in 12-week-aged Wistar rats. A morphometric
computerized analysis on myelinated nervous fibers was performed at 10 and 18 weeks of evolution of diabetes
mellitus in diabetic animals and in age-paired controls. Morphological changes were quantified in the axonal area,
axonal perimeter, form of axon, as well as in area of myelin, using transversal semithin sections. A reduction of the
axonal caliber and the area occupied by myelin was observed in diabetic animals in comparison with age-paired
controls. The greatest irregularity observed in the diabetic animals” nervous fibers showed the occurrence of greater
damage in the axonal area than in the perimeter of axon. This result could indicate a greater effect of diabetes on
the cyto-skeleton of fiber than on its axolema. A greater damage of the axon than of the schwann cell was
evidenced at both studied times. At 10 weeks, a reduction of a 13.4% for the axonal area and of a 6.7% for myelin
area were found, while at 18 weeks of inducing diabetes mellitus a diminishing of a 16.8% for the axonal area and
of a 11.2% for myelin area were observed. The morphological changes of the nervous fibers were superior at 18
weeks of diabetes in comparison with the 10 weeks of evolution of the disease, thus, an increase in the severity of
affectations with age was evidenced. Our results indicate the presence of axonal and myelinic mixed neuropathy in
the diabetic rat, with mainly an axonal affectation.
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Introduccion

La neuropatia diabética es una de las complicaciones
més comunes de la diabetes mellitus (DM). El modelo
de ratas tratadas con estreptozotocina (STZ) se ha
utilizado con mucha frecuencia en la etiologia, la
patologiay € tratamiento delaneuropatiadiabética[1-
4]. Se hademostrado que las alteraciones bioquimicas,
fisiolégicas y morfologicas a nivel neuronal en estos
roedores [5-8], lo cua constituye uno de los mas
importantes marcadores de laneuropatia diabética. Sin
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embargo, existen discrepancias entre |os estudiosos de
estetemna, en cuanto a dafio que presentan €l axény la
cubierta de mielina de los nervios periféricos ante esta
enfermedad. Seguin la mayoria de estos investigadores,
cuando laDM esinducidaluego de la pubertad, ocurre
un mayor dafio del tamarfio axonal (diametro, area), que
del tamafio delavainade mielina(areay grosor en corte
transversal) [9]. Por e contrario, otros investigadores
demuestran que la reduccion del tamafio de la fibra
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nerviosaen los animal es diabéticos en comparacion con
losanimales control, sucede predominantemente por la
reduccion de la vaina de mielina [10, 11]. Otras
investigaciones han revelado resultados diferentesalos
yacitados[12, 13]. Medori y sus colaboradores (1988)
informaron un incremento proximal y unadisminucion
distal en relacion con € grosor delamielina[12]. Se ha
descrito también determinada reduccion en el didmetro
del ax6ny un aumento absoluto en € grosor delamiding,
por lo que el tamario de lafibra se ha preservado [13].
Estas discrepancias pudieran deberse a algunas
diferencias entrelos protocol os de investigacion, como
son: laedad deinduccién delaDM, laduracion de esta
y los métodos para las evaluaciones morfométricas. La
valoracién de cualquier variante terapéuticaen lasratas
diabéticas requiere la estandarizacién de un modelo de
la enfermedad por cada grupo de trabajo. El presente
estudio se disefi6 para cuantificar € dafio morfol6gico
que presentan € axony lacubiertade mielinadelafibra
nerviosa en el nervio tibia de ratas con DM inducida
luego delapubertad, alas 10y 18 semanas deevolucion
de la enfermedad.

Materiales y métodos

Grupos experimentales e induccién de la
diabetes mellitus

Se utilizaron ratas macho de la linea Wistar
(CENPALAB, Cuba), mantenidas en un régimen de
libre acceso al alimento y a agua. Se establecieron
dos grupos experimental es de ratas diabéticas (10 y
18 semanas de duracién de la DM), dos grupos de
control sanos, pareados en edad y un grupo control
del inicio del experimento. LainducciéndelaDM en
los animales se realizd a las 12 semanas de edad,
mediante unainyeccion intraperitoneal (i.p.) de STZ
(Sigma) (65 mg/kg de peso corporal) [14]. Pasados 7
dias de lainyeccion, se determinaron los niveles de
glucosaen sangreen losanimalescontrol y lostratados
(Reflotron, Boehringer Mannheim). Aquellos
animalestratados con STZ, cuyos niveles de glucosa
en sangre fueron superiores a 15 mmol/L, se
consideraron diabéticos [15]. Mensualmente, se
pesaron todos los animales (Sartorius, Alemania) y
se chequed el consumo de aguay de alimento durante
todo el experimento, de manera cualitativa.

Estudio morfolégico

A las 10 y 18 semanas, se anestesiaron los animales
con hidrato de cloral (420 mg/kg, i.p.) y se
sacrificaron. La fijacion de las muestras se llevé a
cabo mediante la perfusion adrtica: cada rata fue
perfundida con 250 mL de solucién salina, seguidos
por 300 mL de solucién fijadora (paraformal dehido
al 4%y glutaraldehido al 1% en tampon fosfato 0.1
mol/L pH 7.4). Las muestras se obtuvieron por
diseccion del nervio tibial posterior derecho, y se
mantuvieron en el mismo fijador durante 3 horasa 4
°C. Posteriormente, se lavaron los fragmentos de
nervios en tampén fosfato, y luego sefijaron en OsO,
al 2%, durante una 1 horas a 4 °C, deshidratados en
etanol, pasados por éxido de propilenoy embebidos
en resina epoxica (Durcupan, ACM, Fluka, Suiza).
Se obtuvieron cortes semifinos transversales de 1
mm de grosor, para lo cua se utiliz6 un ultrami-
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crétomo (Ultratome IV, LK B, Suecia). Las secciones
de tejido se tefieron con p-fenilendiaminaa 1%.

Morfometria

El andlisis microscopico cuantitativo se realizd en un
microscopio OLYMPOS AH2 (objetivo 100x),
acoplado a una camara de video y con el empleo del
sistemadeandisisdeimagenes DIGIPAT (EICISOFT,
Cuba). Para la seleccién de los campos se siguié un
muestreo al azar y sistematico detodael areaocupada
por lasfibras. El primer campo seescogio al azar enel
intervalo de 0 a 6 y, a partir de este, aquellos que
aparecian con una separacion de 6 campos [16-18].
Por cada nervio, se procesaron 400 fibras [19]. Se
midieron los parédmetros: areaaxonal (AX), perimetro
axonal (PX), &readelamielina (AM), y secalculo €
indice de circularidad (IC) (IC = AX /AX, caculadaa
partir de PX).

Procesamiento estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos, y los
resultados se expresaron como la media + €l error
estandar de la media para cada una de las variables
evaluadas. La comparacién de los datos se realizd
mediante un andisisde varianza(ANOVA) (a=0.05),
seguido por una prueba de rangos multiples de
Duncan.

Resultados

Observaciones clinicas

La aplicacion de una inyeccion de STZ en la rata
provoco un cuadro clinico de DM, caracterizado por
polidipsia, poliuria, aumento significativo de los
niveles de glucosa en sangre y reduccién del peso
corporal, al compararlo con el delos animales control
(tabla 1). De las 22 ratas inyectadas con STZ, solo
dos seexcluyeron del estudio por presentar nivelesde
glucosa por debajo del limite inferior del criterio de
inclusion (15 mmoal/L), ambasal inicio del experimento.
La mortalidad de los animales diabéticos durante las
18 semanas de experimentacion fue del 40%.

Estudio morfolégico

Tamano axonal

Las medias de los valores del areay del perimetro
del axén se incrementaron con la edad, en los
animales sanos y en los diabéticos (p < 0.01). Sin
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Tabla 1. Niveles de glucosa en sangre (Glu) y peso corporal

Duracién
de la DM Peso Glu (mmol/L)
(semanas) (9) Valores iniciales Valores finales
0 2897 =+ 0.8 7.79 +  1.42 -
Ratas sanas 10 432.1 + 0.7 8.34 * 0.56 8.93 +* 1.28
n=15 18 440.5 +* 0.9 7.32 + 1.12 9.80 + 0.62
Ratas diabéticas 10 220.7 + 0.9 2097 = 2.13 2670 = 0.75
n=12 18 275.7 + 0.6 2128 =+ 1.89 3065 = 1.22

Los valores se presentan como la media * error estandar de la media

n: numero de animales
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embargo, en las ratas diabéticas estos val ores fueron
significativamente menores con respecto a los
observados en los animales control sanos pareados
en edad, alas 10 y 18 semanas de inducida la DM

(p < 0.01). Ello no sucedié con el PX, que alas 10
semanas de evolucion de la enfermedad no mostré
diferenciassignificativas (Figural). Lasdiferencias
encontradasen el AX delasratassanasy diabéticas
fueron del 13.4%y del 16.8% a 10 y 18 semanas de
duracién de la DM, respectivamente.

Forma axonal

En el 1C delosanimales sanosy de los diabéticos no
se observaron cambios significativos con relacion a
laedad (p > 0.05). Los valores de este parametro en
las ratas diabéticas fueron significativamente
inferiores en relacion con los de los animales control
sanos pareados en edad y con respecto al grupo
control del inicio del experimento (semana 0) (p <
0.01) (Figura?2).

Area de la mielina

El &reasdelamidina(AM) aumenté significativamente
con la edad en los animales sanos y en los diabéticos
(p <0.01), excepto en lasratas diabéticasdelas 22 y
alas 30 semanas de edad, en que e aumento no fue
marcadamente (p = 0.12). EI AM fuesignificativamente
menor en |os grupos de animal es diabéticos que en los
animales control sanos pareados en edad (p < 0.01)
(Figura 2). Las diferencias entre ratas sanas y ratas
diabéticasfuedel 6.7y del 11.2% alas10y 18 semanas
de duracién delaDM, respectivamente.
Discusién

El proceso de crecimiento y desarrollo en |as ratas se
extiende durante gran parte de su vida, e incluye la
maduracion morfofuncional delos nervios periféricos
[20, 21]. Lainstauracion de un cuadro clinico de DM
en estos animales, lleva ala aparicion de ateraciones
morfol 6gicas queinterfieren el proceso de crecimiento.
El analisis morfométrico de las fibras nerviosas
periféricas mielinicas, ha demostrado que existe una
reduccion de su calibre en los animales diabéticos, en
relacion con los animales control pareados en edad.
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Sinembargo, existen divergencias de criterios en cuanto
a las afectaciones relativas del calibre axonal y del
tamarfio de la vaina de mieling, @ vincular la mayor
afectacion del axén y de la vaina de mielina con la
etapa de mas intenso desarrollo de estas estructuras,
por lo que estas alteraciones se consideran un retardo
en e crecimiento.

En este estudio se observ6 que € tamario de lafibra
nerviosatuvo un aumento significativo segiin laedad de
los animales sanos'y |os diabéticos, 1o que responde al
incremento del calibre axonal y a aumento del area
ocupada por la mielina. Ello evidencia e proceso de
crecimiento y desarrollo que ocurre en los nervios
periféricos durante gran parte de lavida posnatal [22].
Estos resultados concuerdan con estudios en ratas
sanas, en |os que se aprecia un crecimiento del calibre
axonal, desde las 3 semanas (momento en que seinicié
el estudio) hasta los 9 meses de edad [20]. Existen
divergencias de criterios entre |os distintos autores en
cuanto a comportamiento del crecimiento delacubierta
de midina en las ratas sanas. Fraher y colaboradores
(1990) describieron un rapido incremento en el grosor
delavainademidling, laque acanzé sumaximo valor a
los 3 meses de edad [20], o cual no concuerda con los
resultados de este estudio y los de otros autores, que
indican una continuidad en el aumento del grosor y del
area de la cubierta de mielina, pasados los 3 meses del
nacimiento [11, 23]. Ademés, se evidencio que laDM
experimental no detiene € proceso de crecimiento de
los nervios periféricos, sino que lo retarda. Lo anterior
seconstatd a observar queel incremento que se produce
en e cdlibre de la fibra (AX y AM) en los animales
diabéticos, es menor que e observado en los animales
control pareados en edad. EI AM de los animales
diabéticosno aumentd significativamenteentrelas 10y
las 18 semanas de evolucion de la DM, aunque si se
mantuvo unatendenciaa aumento.

Laafectacion del calibre axonal, dada por el menor
valor del AX enlos animales diabéticos con respecto
alosanimales control pareados en edad, se demostro
alas 10y 18 semanasde evolucién delaDM y antes
se estudié por varios autores [24-26]. En aquellos
trabajos en que la DM se indujo en la pospubertad,
se han encontrado valores del AX menores en los

20 +
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0 10 18
Tiempo de evolucién de la DM (semanas)

Figura 1. Media = error estdndar de la media del drea axonal (AX) y del perimetro axonal (PX) de las fibras del nervio tibial
posterior, de los grupos de animales sanos y de los diabéticos. ** Diferencias con respecto a los animales control sanos pareados

en edad (p < 0.01).
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Figura 2. Media * error estandar de la media del indice de circularidad (IC) y el area de la mielina (AM) de las fibras del nervio
tibial posterior de los grupos de los animales sanos y de los animales diabéticos. ** Diferencias con respecto a los animales control

sanos pareados en edad (p < 0.01).

animales diabéticos que en los animales control alas
12, 20 y 28 semanas de duracion de la DM, en
diferentes nervios [24-26]. De igual manera, se ha
informado la ausencia de diferenciasalas 2, 4, 6, 8y
17 semanas de duracion de la enfermedad en los
nervioscidtico, tibial, lateral plantar y peroneal comdn
entre animal es diabéticos y animales control pareados
en edad [11, 23, 26]. Los autores atribuyeron la
ausenciadediferenciasen el AX entre animal es sanos
y diabéticos a las 17 semanas de evolucién de la
enfermedad, aque laDM seindujo tardiamenteen el
desarrollo (20-21 semanas de edad), en un periodo
en gue el crecimiento axonal no es un proceso muy
activo [23]. Por talesrazones, estos autores plantean
gue en esta etapa el AX es menos vulnerable al dafio
que ocasiona esta enfermedad, en comparacion con
el AX enlasinvestigacionesen quelaDM seprovoca
més tempranamente y donde si se describen
diferencias entre los animales sanos y |os diabéticos
desde las 12 semanas de duracién de la DM. De
acuerdo con los datos anteriores, existe un periodo
de duracién de la DM necesario parala aparicion de
la afectacion del AX, pero este puede estar
influenciado por la edad de induccién de la DM.

Al igual qued area, € PX congtituye unamedida del
calibre del axén; sin embargo, € AX representa €l
axoplasma de lafibra, y € perimetro, su axolema. La
mayoria de los estudiosos han reportado una
disminucion del PX en los animales diabéticos, en
comparacion con los animales control apartir delas 12
semanasdeinducidalaenfermedad [27], no ocurreasi a
las4, 6y 8 semanasdeinducida[11, 27]. Losresultados
de este estudio demostraron que existe afectacion del
axolemadelafibraalas 18 ssmanasdeinducidalaDM,
no asi alas 10 semanas de la enfermedad.

En este experimento, laforma axonal (1C), tanto
en los animales diabéticos como en los animales
control, no mostro variaciones segun laedad, lo que
se corresponde con |os resultados de otros autores
[20]. Sin embargo, se ha informado también una
tendencia a la disminucion del 1C durante el
desarrollo [28]. La mayor irregularidad de la fibra
nerviosa en los animales diabéticos con respecto a
los animales control, sugiere una mayor afectacion

del AX (axoplasma) que del PX (axolema). Esta
irregularidad se ha tratado de explicar por varias
hipétesis. Existen datos que apoyan la ocurrencia
de un encogimiento axonal por deshidratacion,
debido a la hiperosmolariadad histica [24, 29],
mientras que otros autores plantean que ocurre el
déficit en el crecimiento, como causa de esta mayor
irregularidad [27].

El calibre axonal estadeterminado fundamentalmente
por los neurofilamentos [30]. Se hainformado que la
formacién inicial de lamielina en las fibras midlinicas
esté determinada por el calibre axonal, y este influye
en e grosor de la cubierta de mielinay su volumen
total. En esta investigacion se observaron diferencias
significativasen el AM entrelosanimales diabéticosy
los animales control, tanto a las 10 como a las 18
semanas de inducidala DM, lo que concuerda con lo
reportado por otros autores [11, 23, 27].

Varios autores plantean que cuando la DM es
inducida en la pospubertad, se observa una mayor
afectacion del calibre axonal que de lafuncién de las
células de Schwann y el crecimiento de la capa de
mielina [24, 25, 31]. Por el contrario, otros han
observado una mayor alteracion de la célula de
Schwann quedel calibre axonal enlaDM inducidaen
lapospubertad [11, 23]. Lamayor af ectacion de estas
variables morfoldgicas, a parecer esta asociada con
|aetapamaés activade crecimiento, por lo que laedad
de induccion de la DM es un parametro importante
gue se debe tener en cuenta al analizar los datos
aportados por los diferentes estudios. En este estudio
se observod dafio axonal y mielinico, con una
predominancia axonal a las 10 semanas de duracién
de la DM; una reduccion del 13.4% para AX con
respecto a los animales control pareados en edad y
del 6.7% parael AM; mientras que alas 18 semanas,
la afectacion fue del 16.8% parael AX y del 11.2%
para el AM. Al comparar la severidad de las
af ectaciones neuropéticas entre las 10 y 18 semanas
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y lapresencia de estas diferencias entre |os animal es
control. En conjunto, los resultados de esta
investigacién indicaron que las ratas diabéticas
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poseian una neuropatia mixta axonal-mielinica, con
predominio de dafio axonal y aumento delaseveridad
de la neuropatia con la duracién de la DM.
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