Hospi i

Revision

Nutr Hosp. 2007;22(2):160-68
ISSN 0212-1611 - CODEN NUHOEQ
S.V.R. 318

Modelos animales de intolerancia ala glucosa y diabetes tipo 2

J. Arias-Diaz y J. Balibrea

Departamento de Cirugia. Hospital Clinico San Carlos. Facultad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid. Esparia.

Resumen

Adn persisten multiples incégnitas acerca de los
mecanismos patogénicos de una enfermedad tan pre-
valente hoy dia como es la diabetes mellitus tipo 2
(DM2). El avance en la prevencion y tratamiento de la
misma dependera en gran parte de la comprension de
estos mecanismos y para ello es imprescindible seguir
utilizando modelos animales en los que realizar expe-
rimentos que serian éticamente inaceptables en huma-
nos.

La DM2 representa un heterogéneo grupo de enfer-
medades caracterizado por un aumento en la resistencia
a la accién de la insulina en los tejidos periféricos y un
deterioro en la secrecion de dicha hormona por parte de
la célula B pancreatica, encontrandose ambas anomalias
intimamente imbricadas. La citada heterogeneidad de la
DM2 se ve asi mismo reflejada en la gran diversidad de
modelos animales iitiles para su estudio.

Se revisan los principales modelos de DM2, clasifi-
candolos, seglin su mecanismo de produccion, en espon-
taneos e inducidos. También se distinguen dos categorias
en cada uno de ellos: modelos analogos, que intentan
imitar a la enfermedad humana, y modelos intrinsecos,
con los que se pretende contestar preguntas concretas de
aspectos especificos de la misma.

La decision acerca del modelo a usar para un experi-
mento en particular es a menudo multifactorial. De mo-
do ideal, los experimentos deberian ser llevados a cabo
en varios modelos diferentes, teniendo en cuenta que
ninguno de ellos refleja por completo la complejidad de
la DM2 humana y que se deben extremar las precaucio-
nes a la hora de hacer cualquier tipo de extrapolacion a
la clinica.
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ANIMAL MODELS IN GLUCOSE INTOLERANCE
AND TYPE-2 DIABETES

Abstract

There stilla are many unknown facts about the patho-
genic mechanisms of such a prevalente disease nowadays
as i type-2 diabetes mellitus (DM2). The advances in dia-
betes prevention and management will greatly depend
on the understanding of these mechanisms; therefore, it
will be essential to keep on using animal models on
which carrying out experiments that would be urethical
in humans.

DM2 represents a heterogeneous group of diseases
characterized by an increase in insulin resistance at pe-
riphera tissues and a deterioration in insulin secretion
by pancreatic 3-cells, both abnormalities being highly in-
terweaved. The mentioned heterogeneity of DM2 is also
reflected by the high diversity of useful animal models
for its study.

The main DM2 models are reviewed, classifying them
by their mechanism of action in spontaneous or induced.
Also, two categories in each one of them are distinguise-
ed: analogous models, which try to imitate the human di-
sease, and intrinsic models, with which we pretend to
answer specific questions about the disease.

The decision about which model to case for a particu-
lar experiment usually is multifactorial. Ideally, the ex-
periments should be carried out in several different mo-
dels, taking into account that none of them completely
reflects the complexity of human DM2 and that precau-
tions should be taken when trying to extrapolate the fin-
dings to the clinical practice.

(Nutr Hosp. 2007;22:160-68)
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Introduccion

La diabetes mellitus comprende un espectro de en-
fermedades con una caracteristica comun: la hipergli-
cemia. Esta puede ser debida a un déficit casi absoluto
de insulina (diabetes tipo 1, diabetes juvenil o insuli-
na-dependiente) o a un déficit relativo de la misma
(diabetes tipo 2). Las manifestaciones clinicas de la
diabetes tipo 1 se conocen desde antiguo, aunque sé6lo
en fecha relativamente reciente se ha reconocido su
patogenia autoinmune. En el caso de la diabetes tipo
2, las células B pancredticas no pueden secretar insuli-
na de modo adecuado, generalmente en presencia de
un aumento progresivo de la resistencia periférica a
dicha hormona. Aun persisten multiples incégnitas
acerca de los acontecimientos que dan lugar a la dis-
funcién de la célula B, tanto a nivel fisiol6gico como
molecular. La comprensién de los mismos es impres-
cindible para el avance en la prevencion y tratamiento
de esta enfermedad, que ya afecta a cerca de 150 mi-
llones de personas en todo el mundo.

Todavia hay muchos impedimentos para el estudio
de la diabetes en seres humanos. Estos incluyen hete-
rogeneidad genética, una esperanza de vida larga, una
amplia diversidad de estilos de vida, relativa inaccesi-
bilidad a tejidos y 6rganos y, por supuesto, considera-
ciones de tipo ético. El uso de modelos animales sos-
laya algunos de estos problemas, pero, obviamente, la
extrapolacién de resultados de animales al hombre (y
viceversa) conlleva cierto riesgo. No obstante, las
ventajas inherentes a la experimentacién animal han
permitido obtener gran cantidad de informacién valio-
sa acerca de la patogénesis de la enfermedad. En
1922, Banting, Best, Collip y colaboradores publica-
ron su histérico articulo describiendo la curacién de la
diabetes mellitus en un perro'. A partir de entonces se
utilizaron ampliamente tanto perros como animales de
otras especies para analizar diversos pardmetros biol6-
gicos y fisioldgicos de la diabetes.

Diabetes tipo 1

Tras el descubrimiento de la insulina, la disponibili-
dad de modelos animales para el estudio de la patogé-
nesis de la diabetes tipo 1 se demor6 sin embargo
otros 50 afios. Uno de los primeros modelos fue la in-
sulitis experimental inducida mediante administracién
de preparaciones de insulina en diversas especies ani-
males. Este tipo de modelos reproducian los hallazgos
morfoldgicos de la insulitis, pero raramente indujeron
hiperglicemia. Mas adelante, en ratones, llegaron des-
cripciones de la diabetes con un posible componente
inmune tras infeccién con el virus de la encefalomio-
carditis, asi como tras la administracién de dosis bajas
multiples de estreptozotocina, que inducia tanto insu-
litis como hiperglicemia’.

Aunque la diabetes espontdnea no es una enferme-
dad exclusiva del hombre, las descripciones de la en-
fermedad en animales son muy escasas. En 1974, se
observé que una rata en los laboratorios de BioBree-

ding en Canad4 desarroll6 espontdneamente diabetes
con insulitis y cetoacidosis. Algunos afios mas tarde,
un ratén que también desarrollé diabetes e insulitis es-
pontdneas fue descubierto en el Japén. Ambos mode-
los, la rata de BioBreeding (BB) y el ratén diabético
no-obeso (NOD), se han convertido en los modelos
experimentales mas importantes de diabetes tipo 1°.
La investigacion se encuentra mas avanzada en el caso
del raton NOD, ya que las tecnologias genéticas tipo
knock-out y transgénicos tienen mayor difusion en ra-
tones, asi como una mayor variedad de anticuerpos es-
pecificos se hallan disponibles comercialmente para
esta especie. Ademads, la rata BB se caracteriza por un
tipo de inmunodeficiencia grave, por lo que tiene poco
en comun con la mayorfa de los humanos que sufren
diabetes. Durante las dltimas dos décadas, han apare-
cido miles de articulos que, utilizando estos modelos y
otros similares, sugieren nuevas hipétesis inmunol6gi-
cas y novedosas estrategias de intervencion terapéuti-
ca para la diabetes tipo L.

Diabetes tipo 2

En 1866, G. Harley, un médico inglés, noté que
existian, al menos, dos formas diferentes de diabetes
mellitus; y, en 1880, E. Lancereaux, hizo la distincién
entre las formas de diabetes mellitus del obeso (diabe-
te gras) y del delgado (diabete maigre)*. Aunque la in-
sulina se descubriera en la década de los 20, la comu-
nidad médica segufa perpleja ante las diferentes
manifestaciones clinicas de las dos formas de diabetes
mellitus. En 1931, W. Falta y R. Boller, describieron
la diferencia entre las formas insulina-sensible e insu-
lina-resistente de la enfermedad?, pero la primera evi-
dencia directa de que la forma de inicio precoz (juve-
nil) se diferenciaba de la del adulto por la ausencia de
insulina circulante llegé en 1951, con el desarrollo de
un bioensayo para detectar insulina en sangre®. Poco
después se documentd que los extractos de pancreas
procedentes de diabéticos juveniles tenian niveles de
insulina casi indetectables’. Draper y cols., entretanto,
habian clasificado la diabetes mellitus en grupo I y II
de acuerdo a pardmetros fisicos (jovenes delgados y
adultos con exceso de grasa corporal, respectivamen-
te)®. Lister y cols. insistieron asi mismo en esta distin-
cién, y designaron los dos tipos corporales como tipo I
y II°, pero dicha terminologia no tuvo general acepta-
cion hasta 1976, cuando fue reintroducida por A. G.
Cudworth'.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) representa un he-
terogéneo grupo de enfermedades caracterizado por
un aumento en la resistencia a la accién de la insulina
en los tejidos periféricos y un deterioro en la secrecién
de dicha hormona por parte de la célula 3 pancredti-
ca''. Ambas anomalias se encuentran intimamente im-
bricadas, pero, en la mayoria de los enfermos, la resis-
tencia a la insulina precede a la disfuncién manifiesta
de las células B, y se piensa que tiene su origen en una
predisposicidn genética. Ademds, puede observarse
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disfuncién subclinica de las células 3 en familiares de
primer grado no diabéticos de pacientes con DM2, lo
cual es consistente con la hipétesis de que el fracaso
de la célula B se encuentra también determinado gené-
ticamente'?. Por otro lado, de modo similar a lo que
ocurre en los pacientes con diabetes tipo 1, en la gran
mayoria de casos de DM2 el control de la glicemia
muestra un deterioro inexorable con el tiempo, condu-
ciendo a complicaciones tales como ceguera, neuropa-
tia, nefropatia y enfermedad cardiovascular.

Hoy en dia se reconoce que algunos subtipos de DM?2
son secundarios a defectos monogénicos, tales como el
sindrome juvenil de diabetes del adulto (maturity-onset
diabetes of the young —MODY—)", sindromes de re-
sistencia grave a la insulina'* y la llamada diabetes mito-
condrial®. Sin embargo, en la mayoria de los pacientes
con DM2, varios (si no multiples) factores genéticos y
ambientales contribuyen tanto al origen como a la pro-
gresién y complicaciones tardfas de la enfermedad.

La identificacién de los genes responsables permiti-
ria avanzar en el conocimiento de los mecanismos que
mantienen los niveles normales de glucosa y cuya dis-
funcién provoca la enfermedad. Ademads, podria ayudar
a obtener farmacos antidiabéticos mas eficaces, disefia-
dos para contrarrestar la anomalia especifica, asi como
a identificar los individuos de riesgo que mds podrian
beneficiarse de tratamientos y/o cambios en el estilo de
vida antes de que la enfermedad se desarrolle.

La predisposicion a la resistencia insulinica y/o a la
disfuncién de células B se hereda de forma no Mende-
liana', debido a su heterogeneidad genética y patoge-
nia multigénica. Ademads, factores medioambientales
tales como dieta inadecuada e inactividad fisica pue-
den modular las manifestaciones del genotipo (pene-
trancia incompleta) o bien imitar la contribucién géni-
ca, dando lugar a fenocopias'. Asi pues los estudios
genéticos humanos acerca de la predisposicion a la re-
sistencia insulinica estdn plagados de incertidumbres
y se ven complicados ademas por las considerables
variaciones existentes en el pool genético humano.
Este es el motivo de que se hayan disefiado multitud
de modelos animales (en su gran mayoria, ratones)
transgénicos y knock-out, portadores de mutaciones
en genes requeridos para la secrecién y/o accién de la
insulina, como método de andlisis de un sistema gené-
tico de semejante complejidad.

La obesidad y la consiguiente resistencia a la insuli-
na son un preludio habitual de la DM2 humana. Por
tanto, no es de extrafiar que se hayan usado modelos
animales de obesidad para intentar aprender mas sobre
la enfermedad humana. Algunas cepas mantienen la
euglicemia a base de desarrollar una sélida y persis-
tente respuesta compensadora de las células [3, imitan-
do la resistencia a la insulina con hiperinsulinemia
asociada. El ratén ob/ob y las ratas fa/fa ejemplifican
dicho fenémeno. Otros, tales como el ratén db/db y el
Psammomys obesus (ver mas adelante) desarrollan ra-
pidamente hiperglicemia, ya que sus células 3 son in-
capaces de mantener durante toda su vida los elevados

niveles de produccién insulinica requeridos. La inves-
tigacion de estos modelos puede ayudar a explicar
porqué algunos humanos con obesidad mérbida nunca
desarrollan DM2 mientras que otros desarrollan hiper-
glicemia con grados de resistencia a la insulina y obe-
sidad relativamente modestos.

Modelos de diabetes tipo 2

La DM2 puede presentarse espontdneamente en los
animales, habiendo sido reconocida la enfermedad en
diversos mamiferos, incluyendo tanto animales do-
mésticos como ganado y animales mantenidos en cau-
tiverio; puede también ser inducida de forma experi-
mental y, en ocasiones, combinarse ambas causas.

Tal como era de esperar, los modelos animales de
DM?2 son tan complejos y heterogéneos como lo es el
propio sindrome en humanos. En el espectro patogéni-
co de la DM2 se encuentra todo el rango de posibili-
dades, predominando en algunos animales la resisten-
cia a la insulina mientras que, en extremo opuesto,
otros sufren sobre todo disfuncién de las células f3.
También pueden aportar informacién valiosa para la
DM2 humana aquellos modelos donde la intolerancia
a la glucosa es parte de un fenotipo més complejo, tal
como el que incluye obesidad, dislipemia e hiperten-
sién. No se puede hablar de modelos mejores y peo-
res, pues sOlo interpretando los datos procedentes de
los diversos modelos es como mds probablemente sur-
girdn avances significativos de utilidad para la enfer-
medad humana.

En una primera clasificaciéon, podemos dividir los
modelos de DM2 segtin su mecanismo de produccién
en modelos espontdneos e inducidos. Ademads, en cada
uno de ellos se pueden distinguir dos categorias: mo-
delos andlogos y modelos intrinsecos (tabla I). Esta

Tabla I
Clasificacion de los modelos animales de
diabetes mellitus tipo 2

1. Modelos espontaneos
1.1. Modelos andlogos
La rata Goto-Kakizaki (GK)
El raton obeso de Nueva Zelanda (NZO)
El ratén KK
— Psammomys obesus (rata israeli de la arena)
— Larata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima
fatty rat)
1.2. Modelos intrinsecos
El ratén db/db
El ratén ob/ob
El ratén Agouti
La rata Zucker (fa/fa)

2. Modelos inducidos
2.1. Induccién hormonal
2.2. Administracién de farmacos
2.3. Manipulacién genética
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dltima distincion es mds util en el caso de modelos es-
pontaneos, por lo que sélo la utilizaremos en éstos.
Los modelos andlogos son ttiles como sustitutos de la
enfermedad humana, y permiten hasta cierto punto ha-
cerla accesible a la experimentacién. Los modelos in-
trinsecos, a diferencia de los anteriores no tratan de
imitar la enfermedad humana, sino que sirven para
contestar preguntas concretas de aspectos especificos
de la misma. Por ejemplo, existen una serie de muta-
ciones aisladas que se asocian con obesidad y apari-
cién de DM2 en ratones. Tal como discutimos previa-
mente, en humanos es raro que la obesidad o la
diabetes surjan como consecuencia de una mutacién
Unica; por tanto esos ratones ejemplifican modelos in-
trinsecos, no andlogos, de diabetes. Sin embargo, de
modo inesperado, los estudios con ratones portadores
de mutaciones ob y db condujeron al descubrimiento
de una molécula clave involucrada en la fisiologia del
apetito y la regulacién energética, la leptina. Un mo-
delo de DM2 inicialmente intrinseco, como el ratén
db, se convirtié en un modelo andlogo de anomalia en
la regulacion del apetito. Por tanto, los modelos intrin-
secos y andlogos pueden intercambiar sus papeles,
una vez que aprendemos a reconocer la realidad que
hay tras las apariencias.

1. Modelos espontdneos

Se trata de estirpes que se mantienen relativamente
inalteradas mediante cruces endogdmicos y que proce-
den bien de un animal en el que se ha detectado diabe-
tes espontdnea, bien de una serie de cruces selectivos
favoreciendo un determinado rasgo fenotipico de la
DM2 humana. A veces no son totalmente “espontdneos”
en el sentido que se requieren modificaciones dietéti-
cas adicionales para generar la diabetes en el seno
de una predisposicién genética, es el ejemplo del
Psammomys obesus que comentamos mas abajo.

1.1. Modelos anédlogos

Se han sometido a andlisis genético un amplio aba-
nico de modelos andlogos de DM2 intentando descu-
brir nuevos genes de susceptibilidad para extrapolar
su estudio a humanos. A continuacién resumimos los
modelos de este tipo mds conocidos, destacando por
su importancia de dos de ellos: la rata Goto Kakizaki
(GK) y el ratén obeso de Nueva Zelanda (New Zea-
land Obese, NZO), una cepa seleccionada por su pre-
disposicién a DM2 inducida por obesidad, la cual se
asemeja bastante a la DM2 humana.

1.1.1. La rata Goto-Kakizaki (GK)

El mejor modelo espontdneo de DM2 es la rata GK,
que fue desarrollado en la década de los 90 por dos in-
vestigadores japoneses mediante cruces endogdmicos
recurrentes de ratas no diabéticas (Wistar), pero con
niveles plasmaticos de glucosa en el limite alto de la

normalidad'®. Dicho modelo reproduce bien las princi-
pales caracteristicas de la DM2 humana: hiperproduc-
ciéon de glucosa, reduccién de la tolerancia a la misma,
deterioro en la secrecion de insulina, aumento de la re-
sistencia periférica a la insulina y alteracién en el me-
tabolismo lipidico. Tipicamente, la glicemia en ayu-
nas estd s6lo ligeramente elevada, pero aumenta
considerablemente tras la ingesta de glucosa. Al na-
cer, la rata GK presenta un nimero reducido de islotes
de Langerhans®.

Este modelo sugiere la participacién de 6 regiones
cromosémicas en la etiologia de la enfermedad®%,
aunque los genes responsables atin parecen encontrar-
se lejos de ser identificados. Aparte del determinismo
genético, dicho modelo sugiere asi mismo la existen-
cia de factores epigenéticos, de tal manera que la hi-
perglicemia in utero, cuando la hembra GK expone a
su feto a niveles altos de glucosa, puede ser responsa-
ble del desarrollo anormal de las primeras células 3 en
el esbozo pancredtico®, de ahi la idea de que la DM2
humana pueda tener su origen en el desarrollo fetal
temprano y permanecer posteriormente latente duran-
te décadas.

Al igual que otros modelos animales de diabetes, la
rata GK desarrolla algunas caracteristicas que pueden
ser comparadas con las complicaciones de la diabetes
humana, incluyendo lesiones renales*, cambios es-
tructurales en los nervios periféricos® y anomalias en
la retina®. La investigacion de estos fendmenos repre-
senta otro ejemplo de cdmo el uso de modelos anima-
les abre dreas que no podrian ser ficilmente estudia-
das en el humano. Por ejemplo, seria éticamente
inaceptable llevar a cabo biopsias seriadas de tejido
nervioso o renal, y asimismo seria dificil medir las
concentraciones intraoculares de factores de creci-
miento sin recurrir a dichos modelos. Sin embargo, es
cierto que existen diferencias entre las complicaciones
observadas en animales y en humanos, y estd en dis-
cusion si actualmente se dispone de algin modelo ani-
mal que refleje de modo fiable las complicaciones de
la diabetes humana.

1.1.2. El ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO)

Se trata de una cepa endogdmica de ratones origina-
ria de Nueva Zelanda y seleccionada por obesidad po-
ligénica®. Los ratones NZO de ambos sexos presentan
elevado peso desde su nacimiento y aumento de su
grasa corporal, que refleja predominantemente hiper-
trofia de los adipocitos més que hiperplasia de los
mismos.

El desarrollo de diabetes en este modelo representa
un complejo fenémeno tipo umbral en el que la tasa
de adiposidad precoz establece un nivel diabetogénico
de resistencia a la insulina®. Los ratones NZO machos
desarrollan hipertensién cuando se les somete a una
dieta con elevado contenido graso. A las 8 semanas de
vida, a pesar de la obesidad, los ratones permanecen
normoglicémicos y con niveles plasmaticos de insuli-
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na y leptina no demasiado elevados. La hiperglicemia
es de aparicion tardia (alrededor de la semana 16) y
evolucion crénica una vez establecida. Como anoma-
lias metabdlicas precoces se han documentado tanto
resistencia a la insulina como excesiva produccién de
glucosa por parte del higado®.

1.1.3. El ratén KK

El rat6n de la cepa KK es uno de los modelos poli-
génicos mas adecuados como anédlogos de la DM2 con
obesidad moderada. La cepa original se obtuvo en Ja-
pon, mediante cruces seleccionando los individuos
con mayor peso® y, de modo caracteristico, estos rato-
nes adquieren obesidad gradual cuando se hacen adul-
tos, ademads de resistencia a la insulina, hiperinsuline-
mia compensadora e hiperplasia de células insulares,
apareciendo finalmente una discreta hiperglicemia®.

La ingesta alimenticia es un factor de importancia
para la gravedad del fenotipo diabético y la restriccion
de la ingesta caldrica reduce tanto la obesidad como la
hiperglicemia en estos ratones. En diversas partes del
mundo se han criado distintas lineas de ratén KK que,
debido a la deriva genética y cruces endogamicos, ac-
tualmente difieren tanto genotipica —como fenotipi-
camente entre si. Por ejemplo, en una cepa de ratén
KK el Azgpl, un gen que codifica para una glicopro-
tefna, ha sido propuesto como parcialmente responsa-
ble de la predisposicion a obesidad y diabetes®, pero
no esta claro que ello sea cierto para otras cepas. Aun-
que todos los ratones KK proceden en dltima instancia
de la colonia original descrita en 1967, existen ac-
tualmente diferencias en las cepas mantenidas en dife-
rentes laboratorios, debido a la dificultad en asegurar
un 100% de homogeneidad genética dentro de las ce-
pas endogdmicas, incluso tras numerosas generacio-
nes de cruces selectivos. Ademads, pueden surgir nue-
vas mutaciones espontdneas algunas de las cuales
pueden quedar “fijadas” en una determinada cepa y no
en otras. Esta puede ser la explicacién de la falta de
concordancia entre estudios disefiados para buscar los
loci genéticos que confieren susceptibilidad a la DM2
en este modelo®. Tales diferencias deben ser siempre
tenidas en cuenta cuando se comparan resultados de
experimentos similares realizados en distintos labora-
torios aunque aparentemente usen el mismo modelo
animal de diabetes.

1.1.4. Psammomys obesus (rata israeli de la arena)

En su hébitat natural, el Psammomys obesus sigue
una dieta esencialmente vegetariana, sin embargo,
cuando se alimenta con dieta estdndar de rata de la-
boratorio, se hace obeso, resistente a la insulina e hi-
perglicémico*. Si ademads se usa una dieta rica en co-
lesterol, los animales desarrollan hiperlipidemia y
aterosclerosis®. Al igual que en la DM2 humana, el
estado hiperglicémico se asocia con un aumento de
los niveles de proinsulina y productos de fragmenta-

cién, presumiblemente debido a la elevada demanda
de secrecién insulinica por la resistencia periférica a
dicha hormona. También se ha encontrado alteracién
en la biosintesis de insulina en los islotes de Langer-
hans®.

Al igual que ocurre con el ratén KK, este modelo es
particularmente til para estudiar los efectos de la die-
ta y el ejercicio” sobre el desarrollo de la DM2.

1.1.5. Larata OLETF (Otsuka Long-Evans
Tokushima fatty rat)

En 1984, dentro de una colonia de ratas Long-
Evans (Charles River, Canada), se descubri6 una rata
con diabetes espontdnea, poliuria, polidipsia y discreta
obesidad. Desde entonces, se mantiene una linea de
ratas procedentes de aquella en la compafia farmacéu-
tica Otsuka y se las denomina por ello OLEFT?*. Sus
caracteristicas incluyen: a) un desarrollo tardio de la
hiperglicemia (tras 18 semanas de edad); b) un curso
crénico de la enfermedad; c) discreta obesidad; d)
aparicion clinica de diabetes principalmente en los
machos; e) participacion de multiples genes diabeto-
génicos recesivos, la transmision de uno de los cuales
(denominado odb-1) se encuentra ligada al cromoso-
ma X, y f) nefropatia diabética, en forma de glomeru-
loesclerosis difusa y lesiones nodulares. Ademads,
existen alteraciones en los islotes pancredticos que
pueden ser clasificadas en tres estadios: a) precoz
(menos de 9 semanas de edad), con discreta infiltra-
cioén linfocitaria; b) hiperpldsico (10-40 semanas de
edad), con incremento del nimero de células y fibro-
sis dentro o alrededor de los islotes, y ¢) final (mas
de 40 semanas de edad), con atrofia de los islotes.
Las citadas manifestaciones clinicopatologicas de las
ratas OLETF se asemejan bastante a las de la DM2
humana.

Es de destacar que las ratas OLETF son portadoras
de un alelo nulo para el gen de la colecistoquinina A
(CCK-A), lo cual conlleva una capacidad reducida
para procesar las seflales gastrointestinales de sacie-
dad tras la ingesta de nutrientes. Esto puede ser la
causa de un aumento de la cantidad de alimento en
cada ingesta, con hiperfagia y obesidad®. Ademds,
los andlisis de patrones de expresioén génica hipotala-
mica indican la presencia de un déficit primario en la
seflalizacion del neuropéptido Y en el hipotdlamo
dorsomedial. Asi pues, la obesidad en la rata OLETF
puede ser debida al mal funcionamiento de dos vias
de regulacidn, una periférica, como es la saciedad
tras la ingesta, y otra relacionada con mecanismos
centrales criticos para el mantenimiento del balance
energético global®.

La DM2 de las ratas OLETF puede ser prevenida
eficazmente mediante el ejercicio cuyo efecto protec-
tor perdura al menos 3 meses tras el cese del mismo*.
También la administracion de insulina logra evitar
tanto la disfuncion de las células B como los cambios
morfolégicos en el pancreas®.
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1.2. Modelos intrinsecos

Existen multitud de modelos portadores de mutacio-
nes localizadas que resultan en rasgos fenotipicos imi-
tando alguna de las manifestaciones clinicas de la DM2.
En la mayoria de los casos se trata de modelos murinos,
por ser los ratones de nuevo mas adecuados que las ratas
para las técnicas de manipulacién y andlisis genéticos.
Como comentamos previamente, estos modelos son va-
liosos sobre todo para el estudio de la fisiologia y de los
mecanismos patogénicos que intervienen en la DM2 y
sus complicaciones tardias. Vamos a comentar aqui bre-
vemente sélo los modelos de este tipo mas conocidos.

1.2.1. El ratén db/db

El “gen de la diabetes” (db) se transmite de modo au-
tosémico recesivo y codifica una mutacién puntual (G a
T) en el gen del receptor de la leptina, dando lugar a un
déficit de sefalizacion de dicha hormona adipocitaria®.
La mutacién db/db muestra muchas de las caracteristi-
cas de la DM2 humana*. La evolucién de estos ratones
es bifasica, mostrando primero hiperinsulinemia y des-
pués hipoinsulinemia. La fase hiperinsulinémica apare-
ce alrededor de los 10 dias, acusando ya discreta eleva-
cién de la glucemia alrededor del mes y siendo franca
la hiperglicemia a las 8 semanas de edad. A los 5 6 6
meses, el peso corporal comienza a descender en para-
lelo con una degeneracién de las células B de los islo-
tes®, entrando en la fase hipoinsulinémica.

1.2.2. El ratén ob/ob

A diferencia de los mutantes db/db, los ratones
ob/ob son portadores de una mutacién en el gen de la
propia leptina*. Representa un buen modelo para el
estudio de la obesidad, siendo la incidencia de diabe-
tes en estos ratones relativamente baja. Esta cepa tiene
ademads una esperanza de vida mds larga y sintomato-
logia menos acentuada que la del mutante db/db.

1.2.3. El ratén Agouti

El producto del gen agouti codifica una proteina de
131 aminodcidos que contiene una secuencia sefializa-
dora. Dicha proteina es producida en el foliculo piloso
donde actiia paracrinamente como un antagonista del
receptor de la hormona estimulante de melanocitos
(MSH). Aqui inhibe la produccién de eumelanina indu-
cida por la MSH, causando un color amarillento de su
pelaje’’. Ademas, una proteina relacionada con el agouti
también es un potente antagonista selectivo de los sub-
tipos 3 y 4 del receptor de la melanocortina (Mc3r y
Mc4r), los cuales son expresados en el hipotdlamo y es-
tdn implicados en la regulacion del peso corporal. Los
ratones homocigotos para diferentes mutaciones, ya sean
Ay (letal) o Avy (viable), en el gen agouti muestran un
fenotipo complejo con obesidad y resistencia a la insu-
lina, ademads de su tipico color amarillo*.

En humanos, agouti se expresa en varios tejidos, in-
cluyendo el adiposo®, sugiriendo que podria estar im-
plicado en la regulacién de la homeostasis energética.
En un estudio reciente, ratones transgénicos sobreex-
presando agouti en tejido adiposo mostraron sobrepe-
so sin alteracion de su ingesta, indicando que el au-
mento de su grasa corporal puede ser secundario a
alteracion de su metabolismo energético®. Este hallaz-
go tiene especial relevancia porque sugiere que la ex-
presion de agouti en el tejido adiposo humano tiene
importancia fisioldgica.

1.2.4. Larata Zucker (fa/fa)

También llamada ZDF (Zucker Diabetic Fatty Rat)
aludiendo a su caracteristico fenotipo obeso. La muta-
cion “fatty” (fa) fue publicada por Zucker and Zucker
en 1961°. Los animales homocigotos para el alelo fa
(receptor de la leptina no funcionante) son apreciable-
mente obesos ya a las 3 a 5 semanas de vida. Para la
semana 14, su composicién corporal consta de mas de
un 40% de lipidos. La obesidad se hereda de modo re-
cesivo y los animales afectos son hiperlipidémicos, hi-
percolesterolémicos e hiperinsulinémicos, y desarro-
llan hipertrofia e hiperplasia adipocitaria, semejando
la obesidad humana, por ello la rata Zucker es el me-
jor conocido y mds ampliamente usado modelo gené-
tico de obesidad humana de comienzo precoz. La rata
ZDF presenta tanto resistencia a la insulina (como re-
sultado del receptor mutado de leptina, que causa obe-
sidad), como inadecuada compensacién por parte de
la célula B. Esto dltimo parece depender de un defecto
transcripcional en la célula B, que se hereda indepen-
dientemente de la mutacién del receptor de la leptina y
la resistencia a la insulina’’. Las ratas con genotipos
homocigoto dominante (+/+) y heterocigoto (fa/+) no
presentan obesidad ni hiperglicemia.

La rata Zucker no ha sido utilizada tan extensamen-
te como modelo de DM2, probablemente porque, a di-
ferencia de los ratones db/db y ob/ob, su hiperglice-
mia es discreta®, existiendo variaciones entre
colonias. Sin embargo, presenta algunas complicacio-
nes similares a la DM2 humana®, asi como hiperinsu-
linemia secundaria a resistencia periférica a la insuli-
na, la cual es especialmente marcada en el misculo e
higado™.

2. Modelos inducidos

Se pueden reproducir en animales una o més de las
manifestaciones clinicas de la DM2 humana mediante
diversos métodos, siendo los mas utilizados actual-
mente los métodos genéticos que generan modelos in-
trinsecos con mutaciones especificas.

2.1. Induccion hormonal

La administracion de corticoides en diversos perio-
dos de la vida del animal puede causar un estado simi-
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lar a la DM2 humana®, este modelo seria especial-
mente apropiado para el estudio de la DM2 que apare-
ce en humanos trasplantados o en tratamiento esteroi-
deo crénico por otro motivo, pudiendo considerarse
por tanto un modelo de los que hemos clasificado co-
mo “andlogos”. Otras hormonas que pueden causar hi-
perglicemia en animales son la somatostatina, el glu-
cagon, las catecolaminas y la tiroxina.

2.2. Administracion de farmacos

Otros modelos estdn basados en la administracién
de determinadas sustancias con efectos toxicos sobre
las células B. Por ejemplo, la estreptozotocina (STZ),
un antibiético utilizado en la quimioterapia del céncer,
induce DM2 en roedores recién nacidos no predis-
puestos, mediante la destruccién de sus células 3. Otro
farmaco utilizado a veces con el mismo fin es el alo-
xano’.

La STZ es un derivado de la nitrosourea aislado del
Streptomyces achromogenes con actividad antibidtica
y antineopldsica de amplio espectro”. Se trata de un
potente agente alquilante que interfiere con el trans-
porte de glucosa®® y la funcién de la glucokinasa®, e
induce multiples puntos de ruptura en doble hélice del
DNA®%. En este sentido, la STZ actia como un caballo
de Troya, ya que su molécula consta esencialmente de
glucosa ligada a un fragmento reactivo de nitrosourea,
y como tal es internalizada a través de los transporta-
dores celulares de glucosa. Una vez dentro, el frag-
mento de nitrosourea es liberado y ejerce su actividad
téxica. Dado que las células B pancredticas son mds
activas que las demads en la captacién de glucosa (tie-
nen que monitorizar continuamente sus niveles plas-
maticos), también resultan mas sensibles al efecto t6-
xico de la STZ.

La sensibilidad a la STZ varia segtin la especie ani-
mal, la cepa, el sexo, la edad y el estado nutricional.
El modo y ruta de su administracion resultan determi-
nantes para su efecto. Una unica dosis importante de
estreptozotocina puede inducir diabetes en roedores,
probablemente debido a efecto téxico directo. De mo-
do alternativo, se puede usar en forma de multiples
dosis pequedias (p. €j., 40 mg/kg en 5 dias consecuti-
vos). Administrada de este modo, induce una diabetes
insulinopénica en la que interviene la el sistema inmu-
ne, tal como ocurre en la diabetes DM1 humana. El
modelo de baja dosis muiiltiple de estreptozotocina ha
sido ampliamente utilizado para estudiar los aconteci-
mientos inmunoldgicos que conducen a la insulitis y
muerte celular B9, sin embargo, sigue produciendo
diabetes incluso en ausencia de células T y B funcio-
nantes®, lo que sugiere que, ain a estas dosis, perma-
nece cierto grado de toxicidad sobre las células [, pre-
disponiéndolas al fracaso en presencia de algtn tipo
de sobrecarga o simplemente con el tiempo. De este
modo, se ha utilizado el modelo de administracion
neonatal de STZ como modo de producir un modelo
de DM2 en los roedores ya adultos®<".

La principal ventaja de los modelos basados en ad-
ministracion de farmacos es que el grado de alteracién
de las células B puede ser regulado de acuerdo con la
dosis de toxina administrada. Su gran desventaja resi-
de en que rara vez la diabetes humana es causada por
un téxico de este tipo.

2.3. Manipulacion genética

La introduccién de las técnicas de biologia molecu-
lar dio lugar a la aparicién de un gran ntimero de mo-
delos animales utiles para el estudio de la DM2. Al
modificar genes especificos, dichas técnicas permiten,
al menos tedricamente, generar modelos casi “a la car-
ta”, por ejemplo se pueden producir ratones que so-
breexpresen o carezcan de una proteina determinada,
que sospechemos juegue algtin papel en el metabolis-
mo de la glucosa. Este tipo de modelos se ha desarro-
llado especialmente en ratones debido a que hay mas
herramientas moleculares y tecnologias disponibles
para esta especie®.

Los tipos de manipulaciones que afectan a un gen
especifico y que pueden interesar para producir un
modelo son:

a) Sobreexpresion, da lugar a ratones llamados
transgénicos.

b) Eliminacidén: da lugar a ratones llamados
“knock-out”.

¢) Reemplazo (con una forma alterada): da lugar a
ratones llamados “knock-in”.

Los animales transgénicos se obtienen mediante la
incorporacién de un gen modificado (transgen) en el
prontucleo de un oocito fertilizado, siendo implantado
posteriormente éste en una madre adoptiva. El trans-
gen se incorpora de modo aleatorio en el genoma y s6-
lo una pequefia proporcién de oocitos fertilizados dara
lugar a una primera generacion que expresa el gen de
interés.

Para obtener animales “knock-out” y “knock-in se
elimina, altera o sustituye el gen correspondiente en
células troncales embrionarias, las cuales se inyectan
en un embridn precoz, en el cual se integran, dando lu-
gar a animales quiméricos. En los animales en los que
las células descendientes de las inyectadas den lugar a
linea germinal, el gen de interés estard en sus gametos
y pasard a la descendencia. Con cruces selectivos ob-
tendremos animales con una o con ambas copias del
gen alteradas.

En el ratén hay 22.000 a 25.000 genes, de los cuales
varios cientos han sido ya selectivamente modificados
con el fin de investigar su funcién. No todas las modi-
ficaciones resultan en descendencia viable, lo cual se
ha intentado obviar con un refinamiento técnico ulte-
rior, dando lugar a los llamados “knock-out” o
“knock-in” condicionales. En esencia, esta variante
consiste en hacer que se exprese el gen modificado s6-
lo en determinados tejidos o bien en determinado mo-
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mento del desarrollo elegido por el investigador, con
lo cual se logra que el ratén se desarrolle y sea viable
para poder ser estudiado.

Los modelos generados mediante este tipo de he-
rramientas moleculares no se encuentran sin embargo
exentos de limitaciones. Por el simple hecho de au-
mentar o disminuir la expresiéon de un gen estamos
induciendo la alteracién de otros muchos por un me-
canismo compensador. Por ejemplo, eliminando por
completo el gen del sustrato 1 del receptor de la insu-
lina (IRS1) serian de esperar consecuencias fisiol6gi-
cas mds importantes que las que se obtienen, dado el
papel central que posee dicha proteina en la sefializa-
cion intracelular®, en este caso la redundancia en la
cascada de sefializacion de la insulina es capaz de
anular practicamente por completo los efectos de la
manipulacién genética. Por el contrario, los “knock-
out” homocigotos para el gen del sustrato 2 del recep-
tor de la insulina (IRS2) desarrollan diabetes alrede-
dor del dia 10 de vida, junto con resistencia hepatica
a la insulina y reducci6n en la masa de células B pan-
credticas™.

Conclusion

Existen multitud de modelos experimentales poten-
cialmente dtiles para el estudio de los diversos aspec-
tos de la DM2 humana. La decisién acerca del modelo
a usar para un experimento en particular es a menudo
multifactorial. De modo ideal, los experimentos debe-
rian ser llevados a cabo en varios modelos diferentes,
aunque en la practica los grupos de investigacion tien-
den a acumular experiencia con una cepa determina-
da. En cualquier caso, es necesario comprender que,
en general, un modelo animal a lo mds que puede as-
pirar es a representar un aspecto o subtipo de DM2 hu-
mana, y que, por tanto, hay que extremar las precau-
ciones a la hora de hacer cualquier tipo de
extrapolacién a la clinica.
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