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RESUMEN

En las investigaciones biomédicas se precisa la utilizacion de los animales de | aboratorio
como biomodel os naturales o inducidos de diversas enfermedades o procesos morbosos,
los cuales ayudan a estudio y la comprension de la patogenia, fisiologiay posibilidades
de tratamiento de las mismas. En la endocrinologia se utilizan para estudiar estos
aspectos de las enfermedades de origen autoinmune o no relacionadas con este
sistema, como |a diabetes mellitus, disfunciones tiroideas, trastornos de la reproduccién
y del metabolismo, entre otras, ademas de constituir un arma importante para
investigar las interrelaciones hormonales que ocurren en los individuos normales o
enfermos. Se realizé una amplia revision bibliogréfica sobre €l tema para brindar una
informacién detallada sobre los modelos animales de diabetes mellitus tipo 1 utilizados
en las investigaciones biomédicas, que comprendiera los que se obtienen de forma
espontanea e inducida, asi como la influencia sobre ellos, de los factores ambientales.
Se concluy6 que resulta de vital importancia para el logro de las investigaciones
basicas in vivo mantener un control estricto de las condiciones ambientales en las que
desarrollamos nuestras investigaciones y ampliar nuestros conocimientos sobre el
tema.

DeCS: ANIMALES DE LABORATORIO; DIABETES MELLITUS INSULINO-
DEPENDIENTE; INVESTIGACION.

Para realizar cualquier tipo de enfermedadesy alteraciones presentesen

investigacion biomédica se hace preciso los seres humanos.

experimentar con animales.* Los modelos En e campo de laendocrinologia, 1os
de animales son usados para buscar biomodel osexperimental esson ampliamente
posibles soluciones alos padecimientos, utilizados para analizar la etiologia,
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patogénesis, fisiologia y posibilidades
terapéuticas de los trastornos endocrinos
y aquellos intimamente rel acionados con €l
sistema nervioso e inmune (trastornos
neuroinmunoendocrinos), entre los que se
encuentran: la diabetes mellitus, las
disfunciones tiroidess, las alteraciones del
sistema hipotalamo-hipéfisis, de la
reproducciény del metabolismo engeneral.
Teniendo en cuenta laimportancia de
la experimentacién animal en las ciencias
biomédicas, nuestro objetivo en el presente
trabajo es describir los modelos animales
gue se emplean en el estudio de las
endocrinopatias, basado en nuestra
experiencia y en una serie de revisiones
bibliogréficas actualizadas sobre €l tema.
En estaprimeraparte nosreferiremosa
loshiomodelosdeladiabetesmdlitustipol.

DIABETES MELLITUS

El término diabetes mellitus (DM),
describe un trastorno metabdlico de
etiologia multiple, caracterizado por una
hiperglucemia crénica con problemas de
metabolizacion de los carbohidratos, las
grasas y las proteinas que resultan de
defectos en la secrecion de insulina, en su
accién o ambas.

Recientemente, se ha establecido una
nueva clasificacion y nuevos criterios de
diagnoéstico que tienen en cuenta los
avances en el conocimiento de la diabetes.

Antes, se definian principalmente
como diabetes tipo | o diabetes mellitus
insulinodependiente (DMID) y diabetes
tipo 2 o diabetes mellitus no insulino-
dependiente (DMNID), entre otras
clasificaciones.

Enlaactualidad, lostérminosDMID y
DMNID se reemplazan por DM tipo 1
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(DMT 1), DM tipo 2 (DMT2) y se
consideran ademéas como categorias. otros
tipos especificos y diabetes gestacional .2

En la literatura cientifica consultada
antes de establecerse la nueva estructura,
se describen los biomodelos segin los
criteriosanteriores|o cua habraquetomar
en cuenta en este articulo.

MODELOS ANIMALES DE DIABETES
MELLITUS TIPO 1

La DMT1 incluye la mayoria de los
casos debidos principalmente a la
destrucciéndelascélulasp. Incluye2tipos:
aquellos en los que hay evidencias de un
proceso autoinmune y en otros donde la
causa es idiopatica. En este grupo se
incluiran los modelos aceptados para €l
estudio de la DMID en los que hay
problemas autoi nmunol 6gi cos.

Los animales diabéticos han
contribuido a entender las causas,
consecuencias y tratamiento de este
sindrome metabdlico, aunque no
representen exactamentelos aspectosdela
enfermedad en el ser humano.?

En los animales de laboratorio, la
diabetes se puede presentar de forma
espontanea o inducida experimentalmente
por distintos métodos.®

BIOMODELOS ESPONTANEOS

Esta enfermedad ha sido estudiada en
animales que desarrollan la diabetes
insulinodependiente en los que intervienen
2 factores patogenéticos que se com-
plementan: los defectos inmunolgicosy la
predisposicion genética. Se presenta en
variasespeciesdemamiferoscomo & hamster
chino, curieles Hartley, conejos Nueva



ZdandiaBlancos, perrosK eeshondy monos,
los cuales no son lo suficientemente
convenientes o comparables con la DMID
en seres humanos y estan menos
caracterizados. Los modelos mas repre-
sentativos son las ratas BB, LETL y los
ratonesNOD.#

Las ratas BB: fueron descubiertas en
el laboratorio BioBreeding de Ottawa,
Canad&. En otros laboratorios también se
han obtenido otras lineas y sublineas de
ratas propensas a la diabetes (diabetes
prone o DP o animales resistentes
[BB-DR]).4

Enlatablal seexponen lasprincipales
caracteristicas de las distintas colonias BB
diabéticas. Todas ellas son mantenidas en
condiciones libres de patdgenos
especificos (SPF), excepto las BB/Wor que
requieren estar libres de anticuerpos
virales (VAF).

TABLA 1. Principales colonias y lineas de ratas BB diabéticas
y sus caracteristicas

Edad de

Incidenciade  comienzo
Colonias diabetes (%) (dias de nacido)
BB/W
(Wistar) <80 80-150
BB/WOR
(Worcester) 60-90 60-120
BB/OK
(OTTAWA/KARLSBURG) 50 60-120
BB/E 50-60 96+18
BB/MOL 96 56-130

Fuente: Bieg S, Lernmark A. Animals models for Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus.

Enlasratas BB, los sintomas aparecen
abruptamente alrededor de los 3 meses de
edad. Las manifestaciones incluyen
marcadahipoinsulinemia, hiperglucemia (20-
30 mmol/L), glucosuria, pérdida de peso,
polidipsia, poliuria y cetoacidosis. El
analisis patologico de los islotes
pancredticos revela infiltraciéon mono-
nuclear celular y destruccion de las
célulasp.®
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Se han reportado tratamientos
aplicadosalasratas BB queinterfieren con
la respuesta inmunoldgica y previenen la
diabetes, los cuales incluyen: timectomia
neonatal ,® irradiacién linfoide total,”
tratamiento con suero antilinfocitico® o
ciclosporina.® Todos estos experimentos
han indicado que €l sistemainmunol égico
estadirectamente vinculado en lapatogenia
de esta entidad en estos modelos y queda
esclarecido que la inmunidad humoral y
celular desempefian un papel importante.

En todos los modelos, la insulinitis
precede el comienzo clinico de la
enfermedad.’® Este es un proceso gradual,
que varia en los islotes de un mismo
individuo y entre los diferentes modelos,
ocurre unainfiltracion de los macréfagos,
seguidadeinfiltracion progresivade células
T CD4+y CD8+, CD4-CD8-NK y linfocitos
B.1° En las ratas BB no diabéticas la
insulinitis consiste en unagran infiltracién
de macro6fagos, en e tejido endocrinoy el
exocrino. Sobrelapredisposicion genética,
en estudios realizados a cruzar distintas
lineas BB entre si con otras lineas
consanguineas se han identificado 3 genes.
El primero (iddm1) es el Lyp (linfopenia)
autosdmico recesivo, localizado en el
cromosoma 4 e induce a la ausencia de
células T periféricas delas subpoblaciones
CD8+ y RT6+ desde €l nacimiento.™ El
fenotipo diabético en las ratas BB esta
acompafnado por una deficiencia de las
células T (linfopenia) y un fendmeno
poliendocrinol6gico como la tiroiditis
autoinmune.*? El segundo gen esel iddm2,
MHC (major hystocompatibility complex)
ubicado en el cromosoma 20, haploide
einduce susceptibilidad alainsulinitisy a
la diabetes. El tercero, iddm3 confiere
resistencia ala diabetes.'!

LarataLETL (Long-Evans Tokushima
Lean): manifiestael cuadro diabético sobre



l0s90 d de nacidos, pero adiferenciadelas
anteriores, no presenta linfopenia, por lo
demas, manifiesta los mismos sintomas
clinicos y subclinicos de las ratas BB y
sintomas similares a ser humano. Kawano
y otros la reportaron en 1989 como un
modelo de la DMT1.2% Se plantea que en
ellas ladiabetes se segrega con al menos
2 genesrecesivos. Al igual que los ratones
NOD (non obese diabetic), estas ratas son
capacesdedesarrollar un sindrome parecido
al de Sj6gren, pero notiroiditis.
Losratones NOD: estos junto con las
ratas BB han ayudado aesclarecer aspectos
inmunogenéticos de la enfermedad,
especia mentelafuncién delosgenesMHC,
de citoquinas como las interleuquinas —1
(IL-1) y laidentidad de las células que
efectUan e atagueinmunol égico.* Proceden
de una derivacién de la sublinea Jc1-ICR
gue desarrolla cataratas y fue descubierta
en 1974, en el Laboratorio de
Investigaciones Shionogui, en Osaka.*
Enellos, ladiabetesafectacas d 10 %
cuando se crian en condiciones SPF. En la
tabla 2 se muestran las caracteristicas de
algunas colonias 'y lineas de ratones NOD
obtenidas en diferentes laboratorios.
Existen otras lineas derivadas de la NOD
entre las que se encuentran los NOD/scid,
NOD/nu/nu, NOR/Lty NON/Lt.

Al igual que sucedeenlasratasBB, en
estos animales, los sintomas son muy
parecidos al sindrome diabético tipo 1 del
ser humano, pero en ellos aparece ademés
infiltracion de las glandulas salivales y
lagrimales.®

Lainsulinitiscomienzagproximadamente
alas 6 sem de edad como una agregacion
linfocitica local cercana a los islotes
(periinsulinitis) y progresalentamente hacia
una infiltracion masiva de células
mononuclearesen e comienzo delaclinica
Sinembargo, notodoslosanimalesafectados
se convierten en diabéticos, hay numerosos
reportesderatonesNOD con periinsulinitis
con signos subclinicos. Solo cuando las
células invasoras hayan destruido el 95 %
delascélulasf3 productoras deinsulina, es
guese manifiestaladiabetes.® Lainsulinitis
a su vez puede ser prevenida mediante
varios procedimientos inmunomodu-
ladores'” que comprenden la timectomia
neonatal, trasplantes de médula ésea,
irradiaciones, transfusion de sangre,
ciclosporinaA, corticoides, nicotinamiday
eliminacion deradicaleslibres.

Genéticamente, €l ratdn NOD presenta
un marcado fondo poligénico. En su
genoma, existen mas de 17 locis sobre a
menos 5 cromosomas diferentes, o que
constituye el mayor factor genético el
iddm-1 ubicado en el cromosoma17.18

TABLA 2. Principales caracteristicas de algunas colonias y lineas de ratones diabéticos

Incidencia de Edad de comienzo
Colonias diabetes (%) (dias de nacido)
90 en hembras
NOD/Lt(Leiter) 83 enmachos 80-200
70-80 en hembras
NOD/Shi (Shionogui) >20 enmachos

NOD/Wehi
(Walter and Eliza Hall Institute)

<10enhembras
<1enmachos

150

Fuente: Bieg S, Lernmark A. Animals models for Insulin-Dependent Diabetes Mellitus.
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Influencia de los factores ambientales en
animales diabéticos espontaneos

Aunque la mayoria de los modelos
murinos espontaneos tienen una
determinada predisposicién genética, la
incidencia de la diabetes también depende
de condiciones externas.

En primer lugar, es necesario que se
crien en condiciones SPF o VAF, como
se describio en lasratas BB. Otrosfactores
gue pueden actuar sobre la respuesta
inmunol 6gica son: los agentesinfecci 0sos,
la dieta, las sustancias toxicas, el estrés
crénicoy lashormona.*

Agentes infecciosos

Los virus y otros agentes patégenos
pueden inducir o prevenir la diabetes. En
individuos genéticamente susceptibles,
ciertosviruslainducen al infectar y destruir
las células B.2° En la tabla 3 se exponen

algunos tipos de virus y su actuacion
en distintas especies de animales y el
hombre.

* Bacteriasy hongos: Lasratas BB y ratones
NOD que son vacunados con €l Bacillus
Calmette Guérin (BCG) o adyuvante
completo de Freund (ACF) que contiene
Mycobacterium tuberculosum, se
protegen del desarrollo de la diabetes si
el tratamiento esiniciado durante las dos
primeras semanas de vida, a su vez, las
enterotoxinas estafiloctcicas también la
previenen en ratones NOD. 2%

La dieta: Algunos componentes de las
dietas estandares para roedores que
contienen trigo, soya y alfalfa pueden
desencadenar diabetesen lasratas BB y
enlosratonesNOD. Proteinasy péptidos
constituyen factores desencadenantes.
Por otra parte, dietas libres de estas
sustancias y restringidas de acidos
grasos esenciales, como el acido

TABLA 3. Algunos virus que inducen DMID en los animales y el hombre

Virus Hospedero Caracteristicas
RNA
Picornaviridae
Coxsackie Raton Destruccion citolitica de las células B

Primates no humano Desarrollo de DMID transitoria

Ser humano Aislado de pancreas de paciente DMID

muestra ser diabetogénico en ratdn

Encefalomiocarditis Ratén y Hamster Destruccion citolitica de las células
(EMC)
Meningovirus Ratén Destruccion citolitica de las células B
Fiebre aftosa Ganado
Retroviridae
Retrovirus Ratén Desarrollan insulinitis y DMID en ratones NOD
Togaviridae
Rubéola Hamster y conejo Posible asociacion con DMID autoinmune

Seres humanos Posible asociacién con DMID autoinmune congénita
Diarrea viral bovina Ganado Presunta respuesta autoinmune
Reoviridae
Reovirus Ratén Posible asociacion con autoinmunidad y diabetes
DNA
Parvoviridae
Virus Kilham de larata Rata Desarrolla autoinmunidad especifica celular que induce

aDMID

Fuente: Boney A, Gulliam DJ. Animals models of IDDM. En: Pickup C. Williams G. Textbook of Diabetes.
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araguidonico, previenen el desarrollo de
ladiabetes en estos animales.
Lasproteinasdelalechedevacahan sido
reconocidas como diabetogénicas en
ratas BB jovenes, y trabajosmésrecientes
han contemplado alaabliminadel suero
bovino (BSA) como agente inductor
potencial de autoinmunidad contra las
célulasf3 en sereshumanosy ratas.??Sin
embargo, losestudiosenlosanimalesalin
estén inconclusos al respecto. En los
ratones NOD no parece que la leche de
vaca o la BSA tengan efecto sobre la
incidenciadeladiabetes, mientrasquela
induccion a la tolerancia a la BSA
suministrada en periodos tempranos en
lavida, previenelaenfermedad enlasratas
BB.23'24

Sustancias toxicas: Algunas drogas
causan toxicidad en las células B y
pueden provocar la insulinitis y la
diabetes. En ratas y ratones, la
estreptozotocina (STZ), el aloxan y €
vacor inducen diabetes en animales
modelosal interferir con el metabolismo
celular y como resultado sedestruyenlas
céulas3. En model osanimales propensos
a la diabetes, se puede amplificar la
respuesta autoinmune de lascélulas B y
acelerar el comienzo delaenfermedad.®
El estrés créonico: El estrés afecta el
metabolismo de la glucosa de forma
primaria por la actuacion de varias
hormonas contrarreguladoras que son
liberadas en respuesta a mismo. Dichas
hormonas elevan los niveles de glucosa
en sangre y disminuyen la accion de la
insulina. Se considera también que €l
estrés puedeinfluir en ciertas respuestas
inmunol égicas que llegan a desen-
cadenarlas.®

Hormonas: Laincidenciade diabetesen
losratonesNOD esmayor enlashembras
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gue en los machos, sin embargo, cuando
los machos son castrados, €l comienzo de
laenfermedad seacelera. A suvez, cuando
las hembras son tratadas con andrégenas,

seinhibeel desarrollodelamisma, lo cua

sugiere que los andrégenos tienen un
efecto inmunosupresor.®

BIOMODELOS INDUCIDOS

Diversos son losmétodos que permiten
inducir laDMT1, entre los cuales tenemos
la manipulacion genética, el empleo de
agentes infecciosos 0 sustancias quimicas
y los procedimientos quirdrgicos.

Manipulacién genética

Con el avancedelastecnologias sobre
biologia molecular y celular, genética y
embriologia nos enfrentamos con nuevas
herramientas a los desafios de la inves-
tigacion. Las técnicas de manipulacion
genética han permitido obtener animales
transgénicos y knockout, que constituyen
el mejor sistemadisponible parael estudio
de las enfermedades humanas de origen
genético.”’

Mediante la transgénesis se inserta
material genético extrafio dentro del genoma
de un animal. Los genes exdgenos se unen
a promotores de un gen enddgeno
seleccionado, asi la expresion del gen
exdgeno puede ser regulada. Los
transgenes incluyen antigenos MHC,
citoquinas como el interferén (1FN-),
proteinas virales como la del LCMV
(Lymphocytic Choriomeningitis Virus) que
puede inducir insulinitis y diabetes en
presencia de la infeccién por dicho virus.
Ello permite desarrollar lineas de animales
diabéticos o resistentes.?s

Los animales knockout se obtienen
mediantetécnicas paraseparar o reemplazar



genes,? por lo que se pueden crear
biomodel os muy controlados genéticamente.

Agentes infecciosos

Como se menciona anteriormente,
existen virus que pueden inducir este
estado®® en distintos animales. El més
estudiado es el de la encefalomiocarditis
(EMC) en sus 2 variantes. el EMC-D que
causa diabetes en aproximadamente el
90 % delosanimalesafectadosal gjercer un
efecto citotoxico y el EMC-B que es
completamente no diabetogeénico.

Sustancias quimicas

Existen drogas 0 sustancias quimicas
ya referidas que son capaces de provocar
la diabetes en individuos no diabéticos o
estados de hiperglucemia en pacientes ya
conocidos. Algunas de estas drogas
pueden inducir alaresistenciainsulinicao
al dafio de las células B y provocar la
enfermedad. En los animales tienen un
efecto similar y los biomodelos son
empleados para estudiar lainduccion dela
diabetes y |os efectos metabdlicos.

Dentro de estas sustancias se encuentra
la STZ que es un antibiético de amplio
espectro citotéxico. Puede ser empleada en
ratas, ratones, perros, hamsters, ovejas y
monos. Se administrade 2 formas: en dosis
altas simples (50-60 mg/kg) por la via
intravenosa o intraperitoneal, que causan la
muerte de las células B dentro de las 24 h,
este probablemente, esel model o mésusado,
o mediante dosis bajas subdiabetogénicas
(5mg/kg) repetidasalos5-6 d, quedesarrolla
un sindrome en el que aparece insulinitis,
modelo que se utiliza para estudiar la via
por lacual seacrecientan los efectos delos
agentes 3 citotoxicos. Otras sustancias son
capaces de causar diabetes cronica como
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el alloxan, clorotozin, vacor y la
ciproheptadina que también son
[ destructoras, pero con un efecto menor
que la STZ, aunque todas son téxicas. El
alloxan causanecrosis, pero no insulinitis,
€l vacor esun rodenticida capaz de provocar
severa insulinodeficiencia en seres
humanos. Agentes quelantes de Zn pueden
inducir diabetes permanente en ratones y
conejos. En ratones, la ingestion de
nitrosamidas produce dafio alas células 3
y finamente, diabetes.*>* Los gluco-
corticoides inducen a una diabetes insuli-
norresistente, que es posible provocar
sobretodo, en los perros y ratas.**%2 Hay
sustancias activadoras de la inmunidad
como el &cido poliiosinico, que pueden
prevenir ladiabetesen losratonesNOD, la
aceleraen las ratas BB-DP y lainduce en
lasBB-DR, sinembargo, en lasratas Wistar
no tienen efecto.®3

Procedimientos quirtigicos

Lamayor partedd trabagjoinicial sobre
lainsulinay susfuncionesfuerealizado en
animales pancreatectomizados y de-
sempefié un papel crucial en el des
cubrimiento de lainsulina'y los primeros
ensayosterapéuticos. Estemodel o creauna
condicion indistinguible de la diabetes en
el ser humano y con él se estudian los
efectos colateralescomo lesiones hepéticas,
renalesy delamédula 6sea.**

Inmunoterapia en animales modelos de DMT1

Muchos aspectosinmunol 6gicosdela
DMT1 estan representados en varios
animales que pueden ser usados para
estudios sobre la aplicacién de la
inmunoterapiaen el hombre. Enlosratones
NOD y lasratas BB, los anticuerpos contra
lasmoléculasMHC clase 11, CD4y CD8,
asi como el contrarecptor deinterleuqui-
na2(IL-2);*%*|a administracion cronicadela



citoquina, como el factor denecrosistumoral
(TNF-)® elL-2% pueden prevenir ladiabetes
al igual que las sustancias inmuno-
estimulantescomo el BCGy el ACF.%%

La tolerancia crénica a las células 3
puede ser inducida mediante inyeccion de
antigenos de islotes dentro del timo o por
laadministraciénintranasal uoral enratones
jévenes propensos a la diabetes. La
aplicacion de insulina profilactica 'y de
GLUTAMIC ACID DECARBOXILASE (GAD) son
blanco inmunolégico en el estudio
preclinico.*

Utilizacién de los animales de laboratorio
para el estudio de la DMT1 en el INEN

En el Instituto Nacional de
Endocrinologia serealizan investigaciones
sobrelaDMT1, desde hace mésde 15 afios,
en model os murinos, como loslogrados por
Deasy otros, que provocaron lainduccién
de la enfermedad en ratas Wistar con el
empleo de STZ o dexametasona.®4

En conclusion, los modelos animales
de diabetes mellitustipo 1 han contribuido
eficazmente alacomprension delas causas,

consecuencias y tratamiento de éste
sindrome metabdlico en el ser humano.
Estos modelos pueden ser esponténeos o
inducidos mediante diferentes metodol ogias
gue incluyen la manipulacion genética, €
empleo de animales infecciosos o
sustancias quimicas y los procedimientos
quirdrgicos.

Conociendo la importancia de los
factoresambientalesen e desarrollo deesta
patologia endocrina, resulta de gran
importancia el control estricto de las
condicionesambientalesen el desarrollode
estos biomodelos, asi como durante la
realizacion de las investigaciones en que
son empleadas.

El conocimiento de lametodologia, la
fisiologia y el control de estos modelos
animales resulta un aspecto esencial a
dominar por aquellos investigadores
dedicados alas investigaciones basicas, |0
que contribuird a unamejor interpretacion
y comprensién de | os resultados obtenidos
Yy su correcta extrapolacion a la patogenia
de las patologias humanas objeto de
estudio.

SUMMARY

In biomedical research, it is necessary the use of laboratory animals as natural or
induced models of different diseases or morbid processes that make easy the study
and understanding of the pathogeny, physiology and possibilities of treatment
of them. In endocrinology, they are utilized to study the aspects of the diseases of
autoimmune origin or of those not related to this system, such as diabetes mellitus,
thyroid dysfunctions, reproduction and metabolism disorders, among others. Besides,
they are also an important tool to investigate the hormonal interrelations occurring
in normal or sick individuals. A wide bibliographic review on this topic was made to
give a detailed information about the animal models of type | diabetes mellitus used
in biomedical research, including those obtained in a spontaneous or induced way, as
well as the influence of the environmental factors on them. It was concluded that it
is very important for the achievement of the basic research in vivo to maintain a
strict control of the environmental conditions under which we develop our
investigations and to improve our knowledge on this topic.

Subject headings: ANIMALS, LABORATORY; DIABETES MELLITUS, INSULIN-
DEPENDENT; RESEARCH.
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