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RESUMEN

Se realiza un estudio histoquimico, con la técnica del azul alcidn, en la fisis tibial de
ratas machos de un mes diabetizadas mediante inyeccidn de streptozotocin. Se comparan
los resultados con un grupo control comprobandose que tras la primera semana, aunque
las fisis diabéticas son mds estrechas, no existen diferencias en la captacién del colorante:
a partir de la segunda semana éstas muestran progresivamente menor avidez por el azul
alcidn que los controles, indicando una menor produccién de proteoglicanos, especial-
mente a nivel germinal y proliferativo. La precocidad en la aparicion de alteraciones
sugiere el observar mds concienzudamente la posibilidad de problemas ortopédicos en el
crecimiento de nifios diabéticos, especialmente aquellos diagnosticados con retraso.

Descriptores: Diabetes. Cartilago de crecimiento. Histoquimica.

SUMMARY

A histochemical study, Alcian Blue technique, was made on the growth plate of the
tibia in streptozotocin induced diabetic male rats. Results were compared with a control
group. After the first week, although diabetic growth plates were thinner than controls, no
differences in staining were found; from the second week diabetic epiphyseal plates pro-
gressively showed less avidity for Alcian Blue than control plates, mainly at the resting
and proliferative zones. Because of the early changes in the growth plates of the rats, clo-
ser observation of diabetic children, specially those diagnosed with delay, is advised.
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Introduccion

Es sabido que la diabetes produce una
serie de alteraciones metabolicas que se ma-
nifiestan en la mayor parte de los organos
de la economia corporal. Numerosos estu-
dios bioquimicos han sido llevados a cabo
para determinar las alteraciones que tienen
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lugar en los cartilagos de crecimiento de
animales jovenes que padecen la enferme-
dad y de este modo hacer una aproximacion
a lo que sucede en el ser humano (1, 2, 3,
4). Sin embargo, no hemos encontrado refe-
rencias acerca de las caracteristicas morfold-
gicas de las fisis de animales diabéticos y
por ello en un trabajo anterior (5) estudiamos
la evolucion microscopica de la fisis tibial
en ratas jovenes diabétizadas con streptozo-
tocin. Nos parecio interesante que ademds
debiamos conocer las alteraciones metabodli-
cas que tienen lugar a nivel de los distintos
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componentes de la placa y en concreto las
referidas a la sintesis de proteoglicanos, ver-
dadero indice de la actividad de la misma
(6). En este trabajo intentamos aportar datos
que ayuden a conocer mejor el comporta-
miento fisario en la diabetes infantil.

Material y método

Hemos utilizado 40 ratas machos, cepa Spra-
gue-Dawley, de un mes de edad y entre 90 y 100
gramos de peso. 20 sirvieron como controles y el
resto fue diabetizado mediante inyeccion intrape-
ritoneal de 70 mgs. de streptozotocin, siguiendo la
técnica de GANDA y cols. (7). El criterio para
considerar la diabetes fue la. determinacidn de

* glucemia superior a 250 mgs. Los animales fueron
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divididos en cuatro subgrupos de cada grupo.
control y diabético, vy sacrificados en nimero de 5
al cabo de 1. 2, 4 y 8 semanas. Dos tipos de para-
metros fueron determinados:
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“ GRAFICA 1.~ Evolucion de la longitud de los ani-

males tras comenzada la experiencia; p 0°001
en todos los periodos.
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el hocico hasta la punta de la cola. La correlacion
estadistica se realizé con una T-Student en orde-
nador HP-3000. .

B) Histoquimica. Estudio de la fisis proximal
de la tibia derecha tras liberarla de partes blandas,
fijarta en liquido de Bouin durante 24 horas, de-
calcificarla en solucién de Schmorl, deshidratarla
en alcoholes progresivos e incluirla en parafina.
Los cortes obtenidos fueron tefiidos con la técnica
del azul alcian descrita por STEEDMAN (8) y LI-
SON (9); mediante la misma se obtiene una colo-
racion azul ante la presencia de mucopolisacari-
dos acidos y aunque no es una determinacion
cuantitativa. da una idea bastante aproximada de
la actividad fisaria.

Resultados

La evolucion de la longitud de las ratas
diabéticas fue desde el principio significati-
vamente menor que la de las controles (Gra-
fica 1). Considerando el tamano inicial de
cada subgrupo separadamente pudo com-
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GRAFICA 2.~ Incremento en longitud consideran-
do cada subgrupo separadamente.



FIG. 1.- | semana de comenzada la experiencia. a) Control, b) Diabética. Puede apreciarse que la posi-
tividad al azul alcidn es igual en ambas placas aunque la diabética sea mas estrecha. Azul alcidn, 25 X.



FIG. 2.~ Control 8 semanas. Es evidente la positividad al azul en algunas zonas de la capa proliferativa y
en casi toda la hipertréfica. Azul alcidn, 160 X.

FiG. 3.~ Diabética 8 semanas. La placa es negativa practicamente en su totalidad salvo puntos muy ais-
lados. Azul alcidn, 160 X.
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probarse que el incremento Jongitudinal fue
progresivamente menor en el grupo diabéti-
co (Grifica 2). T

Histoquimica

Al cabo de la primera semana las fisis
diabéticas eran bastante mas estrechas que
las controles, pero no se apreciaron diferen-
cias en cuanto a la captacion del colorante
va que en ambos grupos la distribucidon de
la positividad al azul alcian fue muy similar
en iodas las capas (Fig. 1A y 1B); unica-
mente la capa degenerada, al presentar
mayor cantidad de lagunas anucleadas, re-
saltaba por su particularidad.

Después de dos semanas, en el grupo
diabético, aunque las diferencias no eran ex-
cesivamente llamativas, podia apreciarse
que la capa germinal captaba el colorante
azul mucho menos homogéneamente, con
grandes zonas donde la captacién era total-
mente nula. A nivel proliferativo la positivi-
dad era también menor, con mayor cantidad
de zonas donde no se depositaba el coloran-
te azul pero con una distribucién similar al
grupo control. En las capas hipertrofica y
degenerada la disposicion del colorante era
muy similar en ambos grupos, con intensa
positividad a nivel nuclear y sélo resaltando
la menor cantidad de células de los diabéticos.

Tras cuatro semanas en los diabéticos se
observaban diferencias substanciales ya que
aunque en los controles casi toda la germi-
nal era negativa, el inicio de la proliferativa
era bastante positivo y homogéneo para ir
disminuyendo la captacion a medida que se
avanzaba hacia la metafisis. Por el contrario
en aquéllos la negatividad ocupaba no sdlo
la capa germinal sino también la proliferati-
va salvo en zonas muy aisladas donde se ob-
servaban islotes de positividad, volviendo a
ser la capa hipertréfica muy similar en su
captacion al grupo control.

Después de ocho semanas, aunque en los

controles se habia ido perdiendo positividad
al azul, persistian grandes zonas en las ca-

pas germinal y proliferativa cuya matriz in-
tersticial seguia captando intensamente el

" colorante dcido al igual que lo hacia la capa

hipertrofica practicamente en la totalidad de
sus células (Fig. 2). En los diabéticos practi-
camente toda la placa se habia negativizado
y tan sélo persistian en zonas muy aisladas
pequenas dreas de color azul, principalmen-
te en las capas hipertrofica y degenerada; no
obstante, su presencia era infrecuente inclu-
so en esas zonas (Fig. 3).

Discusion

El efecto de la diabetes no tratada sobre
el crecimiento en seres humanos esta sujeto
a discusion. Algunos autores sefialan que en
el momento del diagnostico los nifios eran
mas altos que los controles de su edad (10,
1 1), mientras que otros no coinciden con es-
tas observaciones (12, 13). La mayoria sin
embargo, indica el déficit de crecimiento ¢n
nifios diabéticos no bien controlados (14,
15, 16) a pesar de que no estan claros los
mecanismos por los que se produce.

Nosotros observamos que una vez adqui-
rida la enfermedad, el crecimiento longitu-
dinal de las ratas fue siempre significativa-
mente menor que el de las controles, llegando
incluso a pérdidas cercanas al 20 por 100,
hallazgo que coincide con lo publicado por
otros autores (2). A pesar de la abundancia
de datos en la literatura, el mecanismo por
el que este retraso sucede no esta claro, si
bien parece ser un descenso en la actividad
de la somatomedina la razon principal del
mismo (16).

En nuestro estudio comprobamos que el
retardo en el crecimiento comienza a apare-
cer al cabo de muy poco tiempo de adquiri-
da la diabetes y ya desde entonces encontra-
mos alteraciones en la fisis. En un trabajo
anterior pudimos observar que desde el
principio la fisis se hizo mas estrecha y
hubo una disminucién de todos los compo-
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nentes celulares, siendo especialmente lla-

mativa la relativa acelularidad de la zona
germinal que se mantuvo a lo largo de toda

la evolucion controlada (5).

Por otra parte llama la atencion el hecho
de que a pesar de una importante disminu-
cion en la anchura de la placa fisaria, las
caracteristicas histoquimicas en los animales
diabéticos no difieren de los controles du-
rante la primera semana. Ello contrastaria
con el hallazgo de AXELSSON vy cols. (1), que
observan en estos animales una importante
disminucion de la sintesis de proteoglicanos,
hasta el 94 por 100, en el mismo tiempo;
sin embargo, esto podria justificarse porque
al ser mas estrecha la fisis, la produccion de
agregados proteoglicanos es indudablemente
menor a pesar de que la distribucion por ca-
pas sea similar en ambos grupos de anima-
les. De este modo. deberiamos asimilar que
la produccion de mucopolisacaridos no se
ve disminuida porque las células sintetizen
menor cantidad sino porque la superficie fi-
saria ha sufrido un importante deterioro.

A medida que pasa el tiempo comproba-
mos que en los animales diabéticos la capta-
cion del colorante azul demuestra una caida
en la produccion de mucopolisacdridos aci-

dos progresivamente. La primera capa en
verse afectada es la zona epifisaria de la
proliferativa, verdadera capa germinal del
cartilago de crecimiento (17) y que requiere
gran cantidad de energia para realizar sus
funciones de produccién de matriz y prolife-
racidn celular. Esta energia se obtiene fun-
damentalmente de la glucolisis anaerobica,
siendo el lactato el principal metabolito fi-
nal (18). HOUHG y cols. (3) demostraron
una disminucion en la produccidn de lacta-
to de mas del 40 por 100 en cartilagos fisa-
rios de ratas diabéticas, indicando el déficit
de potencial energético que tenia lugar; esto
justificaria la diferencia de avidez por el colo-
rante acido entre ambos grupos de animales.
Podemos concluir por tanto que la insu-
linopenia da lugar a un «agotamiento» pro-
gresivo de la funcién de la fisis que inicial-
mente se traduce en una disminucion de la
proliferacion celular y posteriormente en
una pérdida de la capacidad de sintetizar
proteoglicanos. No hemos encontrado refe-
rencias acerca de distinta predisposicién en
los nifos diabéticos a padecer lesiones fisa-
rias. no obstante, aunque la transpolacién a
clinica humana debe hacerse siempre con
reserva, creemos interesante senalar esta ob-
servacion en razon a nuestros resultados.
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