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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad caracterizada por hiperglicemia
derivada por defectos en la capacidad del organismo para producir o utilizar
insulina. El problema de la DM radica principalmente en el estilo de vida que se ha
adoptado en estos afos, una dieta alta en azucares y grasas con un estilo de vida
sedentario. Este sindrome metabdlico se ha convertido en los ultimos afos en un
problema a nivel mundial el cual causa cada afo millones de defunciones. Por ello
se ha invertido un gran esfuerzo en el ambito cientifico para estudiar a detalle este
sindrome. Claramente para esta clase de estudios se deben de tener modelos de
diabetes, acordes con el estudio a realizar, pero varios de estos no se apegan a
las condiciones en las que se da inicio la diabetes, por citar alguno, el uso de un
agente quimico como el STZ. Por lo cual en este trabajo nos enfocamos en
implementar un modelo experimental de diabetes mellitus tipo Il (DMII)
basandonos en la dieta que la predispone (alto consumo de grasas y azucares). El
objetivo del siguiente trabajo fue implementar un modelo experimental de DM tipo
Il en rata. Utilizando ratas macho de la cepa Wistar, con peso de 220 + 20 g, los
cuales se mantuvieron en el bioterio del laboratorio de Neurobiologia de la
Facultad de QFB de la U.MS.N.H., siguiendo los protocolos vigentes para el uso
de animales de investigacion. Para la induccién de la DM tipo Il: Se formaron 5
grupos experimentales: Control (CTRL), solucion de sacarosa 50% (SACH),
solucion de sacarosa 50% mas grasa 10% (SACHM) solucion sacarosa 38.5%
(SACH 38.5) y soluciéon sacarosa al 38.5% mas grasa 10% (SACHM 38.5). Se
determinaron los niveles glucémicos en sangre y las caracteristicas de la DM
(polifagia, polidipsia y pérdida de peso). El grupo experimental con DMII presentd
hiperglicemia a partir de la tercera semana de implementacion del modelo, la
curva de tolerancia a la glucosa mostro intolerancia a la misma, el perfil de lipidos
en general mostro cambios comparados con el grupo control. Los resultados
obtenidos muestran que cambiando la dieta de los roedores es factible de
implementar un modelo experimental de diabetes mellitus tipo Il.

Palabras clave: Hiperglicemia, Sindrome, Metabdlico, Dieta, Lipidos.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by hyperglycemia derived from
defects in the body's ability to produce or use insulin. The problem of DM lies
mainly in the lifestyle that has been adopted in these years, a diet high in sugar
and fat with a sedentary lifestyle. This metabolic syndrome has become in recent
years a worldwide problem that causes millions of deaths every year. Therefore, a
great effort has been invested in the scientific field to study this syndrome in detail.
Clearly for this class of studies should have models of diabetes, according to the
study to be done, but several of these do not stick to the conditions in which
diabetes starts, to name a few, the use of a chemical agent like the STZ.
Therefore, in this work, we focus on implementing an experimental model of
diabetes mellitus type Il (DMII) based on the diet that predisposes (high intake of
fats and sugars). The objective of the following work was to implement an
experimental model of DM type Il in rats. Using male rats of the Wistar strain,
weighing 220 + 20 g, which were kept in the laboratory of Neurobiology of the
Faculty of QFB U.MS.NH, following the current protocols for the use of animals of
investigation. For the induction of DM type II: 5 experimental groups were formed:
Control (CTRL), 50% sucrose solution (SACH), 50% sucrose solution plus fat10%
(SACHM) 38.5% sucrose solution (SACH 38.5) and sucrose solution 38.5% more
fat 10% (SACHM 38.5). The blood glucose levels and the characteristics of the DM
were determined (polyphagia, polydipsia and weight loss). The experimental group
with DMII presented hyperglycemia from the third week of implementation of the
model, the glucose tolerance curve showed intolerance to it, the lipid profile, in
general, showed changes compared with the control group. The results obtained
show that changing the diet of rodents is feasible to implement an experimental
model of type Il diabetes mellitus.

key words: Hyperglycemia, Metabolic syndrome, Diet, Lipids.

DIEGO CAMBRON MORA \



IMPLEMENTACION DE UN MODELO DE DIABETES TIPO Il EN RATA

1. ANTECEDENTES

1.1DEFINICION DE DIABETES.

Acorde con la American Diabetes Association (ADA) la diabetes mellitus (DM) es
una alteracion metabdlica caracterizada por la presencia de hiperglucemia cronica
la cual se acompafa de alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, de
las proteinas y de los lipidos. Esto ultimo caracteristico de un sindrome metabdlico
al conllevar diversas alteraciones en el curso de la enfermedad. (American
Diabetes Association, 2017)

La DM se ha convertido en los ultimos afios en una enfermedad mundial. Uno de
los mayores factores que conlleva esta enfermedad son sus afecciones
cardiovasculares que representa la principal causa de muerte a nivel mundial. La
prevalencia de la diabetes, especialmente de tipo 2, ha incrementado
dramaticamente en un corto periodo de tiempo, aumentando con ello los costos de
su tratamiento y su mortalidad en todo el mundo.

Estudios realizados recientemente en México (2012) revelan que cerca de un
9.4% de la poblacion tiene DM, lo cual se aproxima a 6.4 millones de personas
con este sindrome. Mientras que en el mundo hay alrededor de 346 millones de
personas con DM, cifra que se ha duplicado en las ultimas décadas y continuara
esta tendencia de incremento por el aumento en la esperanza de vida, la creciente
prevalencia de la obesidad debida a un cambio en la dieta (ahora enfocada a
grasas y carbohidratos) y el sedentarismo (OMS 2012).

1.2 ORIGEN Y ETIOLOGIA

El origen y la etiologia de la DM pueden ser muy diversos, pero conllevan
inevitablemente la existencia de alteraciones en la secrecion de insulina, de la
sensibilidad a la accién de la hormona, o de ambas en algun momento de su
transcurso. En el caso de la secrecion de la hormona puede diversa a afecciones
inmunoldgicas o de otra indole en el pancreas y en cuanto a su accién esta puede
tener dos afecciones posibles (las mas importantes) una diversidad en la
estructura de la proteina o una alteracién en el receptor.

En aquellos casos en que los sintomas son variados, persistentes y los niveles de
glucemia suficientemente elevadas, el diagnéstico es obvio en la mayoria de
ocasiones. Pero no debemos olvidar que, en muchos casos, el diagndstico se
realiza en sujetos asintomaticos y a través de una exploracién analitica de rutina.
La prevalencia de la DM, sus complicaciones especificas y la presencia de otras
entidades que suelen acompafarla hacen de la enfermedad uno de los principales
problemas sociosanitarios en la actualidad.

El crecimiento exponencial de la informacién disponible sobre el transcurso de la
DM, de su etiologia y del conocimiento de la fisiopatologia de sus complicaciones

cronicas ha obligado a que, en los ultimos afos, se revisaran los criterios
I —
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diagndsticos de esta entidad y se reclasificaran los diferentes procesos que en ella
se incluyen. La revision de los criterios diagnodsticos y de la clasificacion de la
enfermedad se llevé a cabo en 1997 y 1998 en sendos documentos consensuados
por los comités de expertos de la American Diabetes Association y de la
Organizacion Mundial de la Salud. El hecho de que algunos participantes de
ambos comités fueran comunes hace que las recomendaciones finales y las
conclusiones de ambos grupos sean, aunque con pequefios matices, muy
similares.

La clarificacion de los criterios diagndsticos y la mejor clasificacién de cada una de
las personas afectadas por la DM debe permitirnos en el futuro elegir mejor entre
las diferentes opciones de tratamiento y mejorar el prondstico de la enfermedad.

1.3 CAUSAS Y TIPOS DE DM

La insulina es una hormona secretada por las células B, las cuales estan
localizadas en los islotes del pancreas, llamados islotes de Langerhans. El rol de
la insulina en el organismo es vital para controlar los niveles de glucosa en sangre
y que esta pueda ser utilizada como fuente de energia. Pacientes con DM podrian
tener células B disfuncionales, resultando en la reduccién de la secrecion de
insulina, o los musculos y los adipocitos podrian ser resistentes a los efectos de la
insulina, resultando con ello un decaimiento en la habilidad de esas células para
tomar la glucosa y metabolizarla. En ambos casos, los niveles de glucosa en
sangre aumentan, causando hiperglicemia (altos niveles de glucosa). Conforme se
va acumulando la glucosa en la sangre, excesiva cantidad de esta glucosa es
secretada en la orina al atravesar el lumbral de 180 mg/dL aproximadamente.
Debido a los altos niveles de glucosa en la orina, mas agua es desechada
aumentando el nivel de orina y la frecuencia de miccién, asi como la sed en los
pacientes con esta enfermedad de ahi su nombre de DM que en griego significa
dulce como la miel debido a la glucosa en la orina. Otros sintomas de la DM
incluyen hambre, pérdida de peso y debilidad

Existen 4 tipos principales de diabetes, DM tipo 1 (DMI), insulinodependiente o DM
juvenil, usualmente se manifiesta en la nifiez, DM tipo 2 (DMII), no
insulinodependiente o diabetes de la etapa adulta, usualmente se manifiesta
después de los 40 y resulta mas comun mientras aumenta la edad, diabetes
gestacional este tipo de diabetes, como se ve en su nombre, aparece en la
gestacion y puede presentarse solo en este periodo de gestacion y por ultimo la
diabetes tipo MODY se denomina como MODY (por sus siglas en inglés de
“Maturity-Onset Diabetes of the Young”). MODY se presenta frecuentemente antes
de los 25 afios y se caracteriza por un defecto secretorio de insulina que puede
ser moderado o severo de acuerdo al tipo de gen que se encuentra mutado.
(American Diabetes Association, 2017)

1 ——
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1.4 DIABETES MELLITUS TIPO |

La DM tipo 1 se observa de 5 a 10 % de los casos de diabetes. La mayoria de los
casos de DM tipo 1 se desarrolla en nifios o adolescentes. Pero cerca de un 20%
de los nuevos pacientes son adultos, esto puede deberse a que la enfermedad
comienza en la nifiez, pero no se diagnostica sino hasta la etapa adulta cuando los
sintomas son mas severos. La mayoria de estos pacientes presentan sintomas de
hiperglicemia, pero algunos pacientes presentan cetoacidosis sefal clara de un
deterioro severo en la secrecion de insulina.

La DM tipo 1 es usualmente causada por destruccién autoinmune de los islotes de
Langerhans del pancreas. Pacientes con DM tipo 1 tienen anticuerpos en su suero
contra diversos componentes de los islotes de Langerhans, incluso anticuerpos
contra la propia insulina. Los anticuerpos estan presentes desde anos atras antes
de la manifestacion de la enfermedad y su presencia podria estar asociada con el
incremento de la secrecidon de insulina. Algunos pacientes con DM tipo 1 tienen
variaciones genéticas asociadas con el complejo antigeno leucocitario humano
(HLA), el cual esta involucrado en presentar antigenos a células inmunes asi
iniciando la producciéon de anticuerpos que atacan a las propias células del
organismo (auto-anticuerpos). Como sea, la destruccién de los islotes ocurre
atreves de células inmunes sensibilizadas de alguna manera contra componentes
del tejido de los islotes atreves de la produccion de anticuerpos. en general, del 2
a 5% de los nifilos cuya madre o padre ha tenido DM tipo 1 también desarrollara
esta enfermedad.

1.5 DM MELLITUS TIPO II

La DM tipo 2 es mucho mas comun que la tipo 1, la cual ocurre cerca del 90% de
los casos, la frecuencia de la DM tipo 2 varia ente los continentes y esta
aumentando en todo el mundo. La mayoria de los pacientes con DM tipo 2 son
adultos, incluso adultos mayores, pero en recientes fechas se ha presentado
también en nifios los cuales comienzan con una resistencia a la insulina. En el
caso de la DM tipo 2 existe un componente genético mas fuerte que en la DM tipo
1.

Muchos pacientes con DM tipo 2 son asintomaticos y son frecuentemente
diagnosticados con DM tipo 2 al hacer examenes de rutina y resultan tener niveles
altos de glucosa en sangre. En algunos pacientes la presencia de uno o mas
sintomas son asociados a un largo periodo de tiempo con esta enfermedad
establecida lo cual lleva a un diagnostico presuntivo de DM tipo 2. Otros pacientes
con altos niveles de glucosa en sangre cuya prevalencia ha sido por meses
pueden presentar un severo colapso vascular.
I —
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La DM tipo 2 se encuentra fuertemente asociada con la obesidad y tiene como
resultado la resistencia a la insulina y su deficiencia. La resistencia a la insulina es
una caracteristica muy comun de la DM tipo 2 en pacientes que son obesos y por
lo general estos pacientes tienen altas concentraciones de insulina en sangre. Sin
embargo, algunas personas obesas son incapaces de producir suficiente insulina,
y de esta manera el organismo mantiene altos niveles de glucosa en sangre
(hiperglicemia). Si este aumento de glucosa ocurre en una persona sana esta
secretara mas insulina para nivelar su glicemia, cosa que no ocurre en un paciente
diabético.

Pacientes con DM tipo 2 puede controlar su nivel de glucosa en sangre atreves de
dieta y ejercicio, si es necesario con inyecciones de insulina o medicamentos
hipoglucemiantes.

Con todo lo anterior podemos observar que la clasificacion de diabetes juvenil o de
la etapa adulta queda algo obsoleta ya que estas pueden ocurrir a cualquier edad.

1.6 DIABETES GESTACIONAL

La DM también se puede desarrollar como una condicién secundaria ligada a otra
complicacion, como una afeccidn pancreatica, un sindrome genético, como la
distrofia miotonica, o drogas, como son los glucocorticoides. La diabetes
gestacional es una condicién temporal asociada a la gestacion. En esta situacion,
los niveles de glucosa en sangre incrementan por lo general solo en la etapa de
gestacion, pero casi siempre regresa a niveles normales una vez que se da a luz.
Aun asi, la diabetes gestacional es reconocida como un riesgo para desarrollar
DM tipo 2 en los anos venideros.

1.7 DM TIPO MODY

Existe una variante monogénica que tiene un comportamiento semejante a la DM
tipo 2, se presenta en individuos jovenes y se denomina como MODY (Maturity
Onset Diabetes of the Young), se presenta frecuentemente antes de los 25 afios y se
caracteriza por un defecto secretorio de insulina que puede ser moderado o
severo de acuerdo al tipo de gen que se encuentra mutado. Por lo tanto, el control
de estos pacientes dependera de la magnitud del defecto secretorio y su
tratamiento puede requerir la administracion de insulina de una manera similar al
tratamiento del paciente con DM tipo 1. Para este subtipo de DM existen al menos
7 distintos genes alterados en distintos grupos étnicos. En la DM tipo MODY una
sola mutacién en un unico gen es suficiente para que la enfermedad se exprese.
Su patrén de herencia es autosémico dominante, puede observarse herencia de
una sola rama paterna o materna con aproximadamente el 50% de individuos
afectados en tres generaciones o mas (OMS 2012).

1 ——
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2.0 MODELOS DE DIABETES MELLITUS

El uso de los animales como modelos de experimentacion en el estudio de la
fisiopatologia de la DM ha permitido entender algunas de sus causas y
consecuencias, ademas de obtener avances en el tratamiento y control de este
sindrome, aun cuando los signos y alteraciones no se reproducen con exactitud.
En la literatura se han reportado modelos experimentales de DM en diferentes
especies.

En animales de laboratorio, especificamente en la rata, la DM se puede presentar
de forma espontanea o inducida experimentalmente por distintos métodos. En la
induccidon experimental de DM se utilizan sustancias quimicas que destruyen en
forma selectiva las células B del pancreas como son la alloxan (Alx) y la
estreptozotocina (STZ). (Figueroa et al., 2014)

2.1 DM ESPONTANEA

Entre diversas especies de animales la DM es relativamente comun, teniéndose
como primer caso documentado a un primate en 1851 y a partir de ese momento
se ha observado también en diversas especies como son los perros, gatos,
caballos, ganado, cerdos y en otras especies como la rata.

En la mayoria de los roedores es causado por defectos genéticos, pero casi
siempre se ve acompanado por obesidad a excepcion de una enfermedad rara
que se presenta en el hamster chino (en el cual no se observa esta condicién de
obesidad, pero se presenta la variacion genética necesaria). En algunas especies,
el error genético puede ser autosomico dominante o recesivo, pero se debe de
tener una variabilidad mas grande y no solo una mutacion puntual para que la
hiperglicemia se presente en ciertos grupos de animales (Lenzen et al., 2001).

2.2 MODELOS ANIMALES DE DM TIPO |

La principal caracteristica de la DM tipo | es la destruccion autoinmune de las
células beta pancreaticas, que conduce a la falta de produccion de insulina. En
modelos animales, esta deficiencia en la produccién de insulina se logra mediante
una variedad de mecanismos diferentes, que van desde la induccion quimica de
las células beta hasta roedores que desarrollan espontaneamente DM
autoinmune. Algunos de los modelos mas comunes de DM tipo 1 son los
siguientes:

2.2.1 DM TIPO 1 INDUCIDA QUIMICAMENTE

En los modelos quimicamente inducidos de DM tipo 1, se destruye un alto
porcentaje de las células beta enddgenas lo cual conlleva a una poca produccién
enddgena de insulina, lo que conduce a hiperglucemia y pérdida de peso. La DM
inducida quimicamente no solo proporciona un modelo de DM sencillo y
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relativamente barato en roedores, sino que también puede usarse en diferentes
tipos de animales (Dufrane et al., 2006). La DM generalmente se induce alrededor
de 5-7 dias antes del inicio del experimento para asegurar una hiperglucemia
estable. Dos compuestos principales se wusan para inducir diabetes:
estreptozotocina (STZ) o alloxan. Debido a su similitud en la estructura con la
glucosa (Bansal et al., 1980), la glucosa puede competir con alloxany STZ, y, por
lo tanto, los animales en ayunas tienden a ser mas susceptibles. Tanto alloxan
como STZ son relativamente inestables, y las soluciones idealmente deberian
hacerse inmediatamente antes de la inyeccion.

Este tipo de modelo es apropiada para usar cuando se prueban medicamentos o
terapias en las que el principal mecanismo de accion es reducir la glucosa en
sangre de una manera que no depende de las células beta; por ejemplo, para
probar nuevas formulaciones de insulina (Jederstrom et al., 2005; Sheshala et al.,
2009).

2.2.2 STREPTOZOTOCINA (STZ)

La STZ [2-desoxi-2- (3- (metil-3-nitrosoureido) -d-glucopiranosa] es sintetizada por
Streptomycetes achromogenes. Después de la administracién I.P. o .V, ingresa a
la célula beta pancreatica a través del transportador Glut-2 debido a su similitud
con la estructura de la glucosa y causa la alquilacion del ADN (Szkudelski, 2001).
La activacion posterior de poli ADP ribosa polimerasa (PARP) conduce al
agotamiento de NAD +, una reduccion en el ATP celular y la posterior inhibicion de
la produccién de insulina (Sandler y Swenne, 1983). Ademas, STZ es una fuente
de radicales libres que también puede Contribuir al dafio del ADN vy la posterior
muerte celular. STZ tiende a administrarse como una sola dosis alta que puede
variar de 100 a 200 mg/Kg (acorde a la cepa a tratar) o como multiples dosis
bajas.

2.2.3 MULTIPLES DOSIS BAJAS DE STZ

La STZ puede administrarse en multiples dosis bajas durante 5 dias para inducir
aumento de insulina en ratones o en ratas (Lukic et al., 1991). Las dosis varian de
20 a 40 mg /kg por dia, dependiendo de la especie y la cepa. Una reduccion en el
numero y volumen de los islotes es evidente con la reduccion concomitante en la
capacidad de secrecion de insulina. Los macréfagos son las primeras células que
se infiltran en los islotes, y el desarrollo de la DM depende de la produccion de
citoquinas (Lukic et al., 1991). La DM se desarrolla incluso en ausencia de células
T y B, y por lo tanto no reproduce la enfermedad humana tan de cerca como los
modelos espontaneos de autoinmunidad (Reddy et al., 1995).
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2.2.4 MODELOS AUTOINMUNES ESPONTANEOS DE DM TIPO |

Los modelos autoinmunes mas comunmente usados de DM tipo 1 son el raton
diabético no obeso (NOD) y la rata Biobreeding (BB) (Yang y Santamaria, 2006).
Ademas, en 2001 se describié otro modelo de rata de tipo 1 autoinmune, la rata
LEW.1AR1 / Ztm-iddm (Lenzen et al., 2001). Aun con todos estos modelos el raton
NOD todavia domina la literatura como el modelo autoinmune de eleccion debido
a las caracteristicas de este que se veran mas adelante.

2.2.5 RATONES NOD

El raton NOD se desarroll6 en los Laboratorios de Investigacidon Shionogi en
Osaka, Japon en 1974 (Hanafusa et al.,, 1990). Estos ratones NOD desarrollan
insulitis alrededor de las 3-4 semanas de edad. En esta etapa pre-diabética, los
islotes pancreaticos se encuentran infiltrados predominantemente por linfocitos
CD4 + y CD8 +, aunque también estan presentes las células B y las células NK, la
combinacién de estos factores conlleva a una marcada DM tipo | por accion de
estas células, pero cabe mencionar que esta se observa hasta que
aproximadamente un 90 % de la insulina pancreatica se pierde en un aproximado
de 10 a 14 semanas, aunque se han observado casos en los que la DM se
presenta hasta las 30 semanas de edad (Yoon y Jun, 2001). La DM es mas
prevalente en las hembras con una incidencia que oscila entre 60% y 90% en la
mayoria de las colonias, mientras que la incidencia en los varones oscila entre
10% y 30% (Pozzilli et al., 1993; Hanafusa et al., 1994). Cuando estos ratones se
vuelven abiertamente diabéticos, pierden peso rapidamente y requieren
tratamiento con insulina. Por lo tanto, estos ratones son potencialmente
adecuados para probar terapias en las que se esta dirigiendo la modulacion de la
respuesta autoinmune. Sin embargo, se debe tener en cuenta que hay una serie
de farmacos que son efectivos en ratones NOD, que luego se demostré que eran
ineficaces en humanos (Von Herrath y Nepom, 2009).

Se puede lograr un inicio mas favorable y acelerado en ratones NOD inyectando
ratones con ciclofosfamida (Caquard et al., 2010). Ademas, la transferencia
adoptiva puede ser util, donde las células T de ratones NOD diabéticos se
inyectan en ratones receptores no diabéticos, causando que el ratén receptor
desarrolle DM (Christianson et al., 1993).

Las estrategias para mejorar el modelo NOD incluyen el uso de manipulacion
genética especifica de ratones NOD (Yang y Santamaria, 2003) o la creacién de
modelos de raton humanizados con componentes del sistema inmune humano
(King et al., 2008).

A pesar de las limitaciones del ratdn NOD, todavia se usa extensivamente ya que

representa muchos aspectos de la enfermedad humana y es un modelo que ha
I —

DIEGO CAMBRON MORA 7



IMPLEMENTACION DE UN MODELO DE DIABETES TIPO Il EN RATA

ayudado a identificar muchas de las vias genéticas y de sefalizacion que pueden
conducir a la DM tipo 1.

2.2.6 RATAS BB

Las ratas BB se derivaron de ratas Winstar exogamicas. La DM espontanea
autoinmune se identificd por primera vez en 1974 en una colonia canadiense y con
ellos se obtuvieron de dos colonias fundadoras de las cuales se derivaron todas
las subespecies, una endogamica (BBDP / Wor) y una exogamica (BBdp) (Mordes
et al., 2004) ademas de esto las ratas BB resistentes a la DM también se han
criado para actuar como controles.

Las ratas BB generalmente desarrollan DM entre la semana 8 y 16 de edad (lo
cual se observa en un 90% de los especimenes) y tienen una incidencia similar en
hombres y mujeres.

El fenotipo diabético de esta especie es bastante severo, y las ratas requieren
terapia de insulina para sobrevivir una vez que la DM se ha presentado. Aunque
los animales tienen un alto aumento de insulina con la presencia de células T,
células B, macrofagos y células NK, los animales son linfopénicos con una
reduccion severa en células T CD4 + y una casi ausencia de células T CD8 +
(Mordes et al., 2004)

2.2.7 RATONES AKITA

El raton AKITA se obtuvo en Akita, Japon, de aqui su peculiar nombre, a partir de
un ratén C57BL / 6NSIc con una mutacion espontanea en el gen de la insulina 2
que impide la correcta produccién de la proinsulina. Esto causa estrés de RE
subsiguiente debido a una sobrecarga de proteinas mal plegadas. Esto da como
resultado una DM insulinodependiente severa a partir de las 3 a 4 semanas de
edad, que se caracteriza por hiperglucemia, hipoinsulinemia, poliuria y polidipsia
dando como resultado un necesario tratamiento en especimenes homocigotos sin
el cual estos mueren aproximadamente en la semana 12. La falta de masa de
células beta en este modelo la convierte en una alternativa a los ratones tratados
con estreptozotocina en los estudios de trasplante (Mathews et al., 2002).
También se ha utilizado como modelo de enfermedad macrovascular diabética tipo
1 (Zhou et al., 2011) y neuropatia (Drel et al.., 2011). Ademas, este es al modelo
de eleccion para estudiar posibles atenuadores del estrés del RE en los islotes y
con ello modela algunas de las patologias de la DM tipo 2 (Chen et al., 2011).

2.2.8 VIRUS PARA LA INDUCCION DE DM TIPO |

Recientemente se han implicado modelos de DM inducidos por virus cada vez
mas precisos a la patogenia de la DM tipo 1 (Van der Werf et al., 2007) estos
modelos animales han usado virus para iniciar la destruccién de las células beta.

1 ——
DIEGO CAMBRON MORA 8



IMPLEMENTACION DE UN MODELO DE DIABETES TIPO Il EN RATA

La destruccién puede ser debido a la infeccion directa de la célula beta o al inicio
de una respuesta autoinmune contra la célula beta (Jun y Yoon, 2003).

Los virus utilizados para inducir DM en modelos animales incluyen virus coxsackie
B (Yoon et al., 1986; Kang y col., 1994), virus de encefalomiocarditis (Craighead y
McLane, 1968;) y el virus de la rata Kilham (Guberski et al., 1991; Ellerman et al.,
1996).

El modelo puede ser complicado ya que el resultado depende de los niveles de
replicacion del virus, la edad del espécimen, la especie, asi como del momento de
la infeccion. Ademas de todo esto se ha demostrado que los virus pueden inducir
autoinmunidad y prevenirla, dependiendo de las condiciones (Von Herrath et al.,
2011). Aun con esto hasta el momento no esta claro hasta qué punto los virus
estan involucrados en la patogénesis de la DM tipo 1.

2.3 MODELOS DE ROEDORES DE DM TIPO 2

Como la DM tipo 2 esta estrechamente relacionada con la obesidad, la mayoria de
los modelos animales actuales de tipo 2 la DM es obesa, esta obesidad puede ser
el resultado de mutaciones naturales, manipulacion genética o puede ser inducida
por la alimentacion rica en grasas.

2.3.1 MODELOS DE OBESIDAD HOMOGENEOS

Aunque la obesidad en el humano es rara vez causada por una mutacion
monogénica, los modelos monogénicos de obesidad se usan comunmente en la
investigacion de la DM tipo 2. Los modelos monogénicos de obesidad mas
utilizados son defectuosos en la sefalizacion de la leptina, responsable de la
induccién de saciedad, por lo tanto, la falta de leptina funcional en estos animales
causa hiperfagia y obesidad posterior.

Estos modelos incluyen el ratéon Lepob / ob, que es deficiente en leptina y el raton
Leprdb / db y la rata Zucker Diabetic Fatty, que son deficientes en el receptor de
leptina.

2.3.1.1 RATON LEPOB / OB

El ratén Lepob / ob es un modelo de obesidad severa y se deriva de una mutacién
espontanea descubierta en una colonia exogamica en el Laboratorio Jackson en
1949. EI aumento de peso comienza a las 2 semanas de edad, y los ratones
desarrollan hiperinsulinemia. A las 4 semanas, la hiperglucemia es aparente, con
concentraciones de glucosa en sangre que continuan aumentando, alcanzando un
maximo a los 3-5 meses, después de lo cual disminuye a medida que el raton
envejece (Lindstrom, 2007). Aunque hay algunas anormalidades en la liberaciéon
de insulina (Lavine et al., 1977), los islotes mantienen la secrecion de insulina y la
falta de insuficiencia completa de células beta en este modelo, significa que la DM
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no es particularmente grave y de hecho no es completamente representativa de la
DM tipo 2 humana, es meramente una hiperglucemia moderada.

2.3.1.2 RATONES LEPRDB / DB

El ratéon Leprdb / db se originé en el Laboratorio Jackson (Hummel et al. 1966) y
se debe a una mutacién autosémica recesiva en el receptor de leptina (Chen et al.,
1996). Estos animales son hiperfagicos, obesos, hiperinsulinémicos e
hiperglucémicos. La obesidad es evidente a partir de las 3-4 semanas de edad, y
la hiperinsulinemia se hace aparente alrededor de las 2 semanas de vida y la
hiperglucemia se desarrolla a las 4-8 semanas.

2.3.2 MODELOS POLIGENICOS DE OBESIDAD

Esta clase de modelos pueden proporcionar un modelo mas preciso de la
condiciéon humana y se ven involucradas una gran variedad de factores presentes
en esta enfermedad. Existe una variedad de modelos diferentes de ratones
poligénicos de obesidad, intolerancia a la glucosa y diabetes, lo que permite
estudiar una diversidad de genotipos y susceptibilidades. Sin embargo, a
diferencia de los modelos monogénicos, no hay controles de tipo salvaje. Ademas,
el sesgo sexual masculino es mas extremo en estos modelos (Leiter, 2009). en
estos modelos se entiende mas sobre la interaccion de la obesidad y la
homeostasis de glucosa (Kluth et al., 2011) (Jurgens et al., 2007) o estudian las
complicaciones diabéticas (Cheng et al., 2007; Fang et al.., 2010).

2.3.2.1 RATONES KK

Los ratones KK son una cepa levemente obesa que presenta hiperleptina,
derivada de ratones ddY de origen silvestre en Japon por Kondo en 1957 (Clee y
Attie, 2007). Los islotes pancreaticos son hipertroficos y desgranulados
desarrollando con ello hiperinsulinemia grave que conlleva a una resistencia a la
insulina tanto en el musculo como en el tejido adiposo.

Este modelo desarrolla madurez-obesidad, hiperinsulinemia mas severa y cambios
mas prominentes en los islotes pancreaticos debido a la expresion ectdpica de la
proteina AGOUTI que antagoniza el receptor de melanocortina 4 (MCR4) en el
hipotalamo.

2.3.2.2 RATAS OLETF

La rata Otsuka Long-Evans Tokushima Fat (OLETF) se derivd de una rata
espontaneamente diabética descubierta en 1984 en una colonia exogamica de
Long Evans Rats. La reproduccion selectiva en el Instituto de Investigacion
Tokushima conduce a la cepa OLETF que tiene obesidad leve e hiperglucemia de
inicio tardio (después de 18 semanas) heredada por los machos. Los islotes
I —
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pancreaticos experimentan tres etapas de cambio histolégico. En una etapa
temprana (6-20 semanas de edad), se observa infiltracion celular y degeneracion.
Esto es seguido por una etapa de hiperplasia entre 20 y 40 semanas. La etapa
final se caracteriza por islotes que se vuelven fibroticos y se reemplazan por tejido
conectivo (Kawano et al., 1994).

2.3.3 RATON TALLYHO

Es un modelo natural de obesidad y DM tipo 2 derivado de la reproduccion
selectiva de ratones que desarrollaron espontaneamente hiperglucemia e
hiperinsulinemia en una colonia exogamica de ratones Theiler Original (Kim et al.,
2005). En estos ratones, aumenta la adiposidad y los niveles de triglicéridos
colesterol y acidos grasos libres son elevados en plasma, La hiperglucemia se
limita a ratones machos, que se desarrolla entre las 10 y 14 semanas de edad.
Los islotes pancreaticos estan hipertrofiados y desgranulados, y la
hiperinsulinemia es evidente. El raton TallyHo aun no se ha caracterizado
completamente por complicaciones diabéticas (Leiter, 2009).

2.3.4 ALIMENTACION ALTA EN GRASAS

El modelo de grasas altas la alimentacion a ratones C57BL / 6 se describio por
primera vez en 1988 (Surwit et al., 1988) esta alimentacién con alto contenido de
grasa puede provocar obesidad, hiperinsulinemia y alteracion de la homeostasis
de la glucosa debido a una compensacion insuficiente por parte de los islotes
(Winzell y Ahren, 2004).

El alimento normal se intercambia por una dieta donde el numero de calorias de
grasa aumenta sustancialmente (alrededor del 58% de la energia derivada de la
grasa). Controlando la cantidad de alimentos ingeridos para garantizar que los
ratones no compensen comiendo menos. Se ha demostrado que los ratones
alimentados con alto contenido de grasa pueden pesar mas que los controles
alimentados con alimento control dentro de una semana de comenzar la dieta alta
en grasas (Winzell y Ahren, 2004), aunque tipicamente los ratones se alimentan
con la dieta alta en grasas durante varias semanas para inducir un aumento de
peso mas pronunciado.

El aumento de peso esta asociado con la resistencia a la insulina y la falta de
compensacion de las células beta conduce a una tolerancia a la glucosa alterada.
Dado que la obesidad es inducida por la manipulacién ambiental en lugar de
genes, se cree que modela la situacion humana con mayor precision que los
modelos genéticos de obesidad diabetes.
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2.4 MODELOS NO OBESOS DE DM TIPO I

No todos los pacientes con DM tipo 2 son obesos y por lo tanto es importante que
los modelos de animales normo-peso de DM tipo 2 sean también estudiados.
Estos incluyen modelos que tienen insuficiencia de células beta que es lo que
finalmente da como resultado a la DM tipo 2 manifiesta en humanos (Weir et al.,
2009).

2.4.1 RATAS GOTO-KAKIZAKI

Las ratas Goto-Kakizaki (GK) fueron creadas por un grupo japonés mediante
reproduccion repetitiva de Ratas Wistar con la tolerancia a la glucosa mas pobre
(Goto et al., 1976). Esto conduce al desarrollo de un modelo delgado de DM tipo 2,
que se caracteriza por la intolerancia a la glucosa y la secrecion defectuosa de
insulina inducida por la glucosa. El desarrollo de resistencia a la insulina no parece
ser el principal iniciador de la hiperglucemia en este modelo, y se considera que el
metabolismo defectuoso de la glucosa se debe a la aberrante masa de células
beta (Portha et al., 2001) y / o funcién (Ostenson y Efendic , 2007). Sin embargo,
la morfologia y el metabolismo de los islotes parecen diferir entre las diferentes
colonias de estas ratas. En algunas colonias (Estocolmo y Dallas), el volumen y la
densidad de las células beta es similar a los controles; por lo tanto, la
hiperglucemia parece ser el resultado de defectos de secrecion de insulina. pero
se ha informado que hay una reduccién en la masa de células beta en algunas
cepas (Ostenson y Efendic, 2007).

2.4.2 RATONES HIAPP

Una caracteristica de la DM tipo 2 es la formacion de amiloide en el tejido de los
islotes, que se deriva de polipéptido amiloide de islotes (IAPP). El IAPP de
roedores no es amiloidegénico y, por lo tanto, los roedores normalmente no
modelan este aspecto de la enfermedad (Hoppener et al., 1994). Sin embargo, se
han creado ratones transgénicos para expresar IAPP humano (hlAPP) bajo el
promotor de insulina (Matveyenko y Butler, 2006), que pueden formar amiloide
dentro de los islotes. Se han creado una variedad de modelos de HIAPP, y se ha
demostrado que aumentar la expresion de hIAPP aumenta la toxicidad de las
células beta (Matveyenko y Butler, 2006). Ademas, las células beta replicantes son
mas susceptibles a la toxicidad por HIAPP, y por lo tanto, la adaptacion de las
células beta al aumento de la demanda de insulina en este modelo esta restringida
(Matveyenko et al., 2009).
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2.5 MODELOS DE FUNCION DE CELULAS BETA.

La célula beta desempefia un papel central en el desarrollo de DM tipo 1 vy tipo 2,
asi como un papel clave en clasificaciones de DM menos comunes, como la DM
de inicio en la madurez de los jévenes (MODY), DM gestacional, DM neonatal y
otros sindromes de células beta como el hiperinsulinismo. Por lo tanto, los
modelos de la funcion de las células beta son muy relevantes para comprender las
vias que pueden conducir a la incapacidad de las células beta para secretar
cantidades adecuadas de insulina. Dichos modelos a menudo se manipulan
genéticamente, como las mutaciones de Kir6.2 para estudiar la funcién del canal
KATP (Girard et al., 2009) o mutaciones en la glucosa quinasa para comprender la
funcién del sensor de glucosa en las células beta (Fenner et al., 2011 ) Un papel
para la serotonina en la expansion de los islotes en el embarazo se ha elucidado
recientemente mediante el estudio de los islotes de ratones que carecen del
receptor de serotonina Htr2b (Kim et al., 2010). Estudios como estos pueden
aumentar nuestro conocimiento de la funcién de las células beta y su papel en una
variedad de condiciones. Sin embargo, debe sefialarse que la misma mutacion en
humanos puede conducir a diferentes sintomas en ratones como recientemente ha
demostrado Hugill et al., Donde una mutacién en Kcnj11 (que codifica una
subunidad del canal KATP) causé hipersecrecion de insulina e hipoglucemia en su
paciente, pero la intolerancia a la glucosa y la secrecion de insulina reducida en
ratones (Hugill et al., 2010).

2.6 MODELOS DE REGENERACION DE CELULAS BETA

Tanto en la DM tipo 1 como el tipo 2 pueden tener como condicion que la masa de
células beta es insuficiente para hacer frente a la demanda de insulina. Por lo
tanto, se han dedicado muchas investigaciones a la comprension de como se
regula la masa de estas células. En estos modelos, la masa de células beta tiende
a regularse parcial o casi completamente por diversos medios llevandose a cabo
la investigacion de estos mecanismos de renovacion.

2.6.1 MODELOS DE LESION DE PANCREAS

Los modelos de lesion de pancreas a menudo se utilizan en estudios que
investigan la capacidad regenerativa de las células beta o progenitores de células
beta. Estos modelos de lesion incluyen pancreatectomia y ligadura de conductos y
debido a dificultades técnicas se llevan a cabo con mayor frecuencia en ratas que
en ratones. 60% ciento de pancreatectomia no conduce a un aumento en las
concentraciones de glucosa en sangre, y solo hay un aumento moderado en la
masa de células beta (Leahy et al., 1988). Sin embargo, una pancreatectomia al
90% en la rata conduce a una hiperglucemia moderada seguida de una
regeneracion extensa del pancreas (Bonner-Weir et al., 1983). A las 60 h después
de la pancreatectomia, aparecen areas con ductos enriquecidos. A las 4 semanas,

la porcidn endocrina del pancreas se ha multiplicado por ocho y la parte exocrina
|
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por seis veces. La ligadura de la porcién de cola del pancreas, que representa el
50-60% del pancreas, conduce a una disminucion significativa en la masa de este
parte del pancreas (Wang et al., 1995).

Una desventaja de estos modelos es la invasividad, que los hace técnicamente
dificiles y un modelo bastante extremo por lo que cualquier regeneracion vista no
es fisiolégica. Sin embargo, han conducido a informacion util sobre la capacidad
regenerativa del pancreas, al menos en roedores.

2.6.2 ADMINISTRACION DE STZ NEONATAL

La administracion de STZ a ratas recién nacidas (2 dias de vida) induce un modelo
de regeneracion y / o DM tipo 2 en adultos (Portha et al. ., 1974). En este modelo,
se observa un pico de hiperglucemia 2 dias después de la administracion de STZ
(100 mg - kg-1, iv o ip), seguido de regeneracion de células beta y normoglucemia
al dia 10. Sin embargo, la hiperglucemia regresa a las 6 semanas, lo que se cree
que es debido a una masa inadecuada de células beta y beta disfuncion celular
(Bonner-Weir et al., 1981). Por lo tanto, en la fase posterior, este modelo se puede
utilizar para estudiar la DM tipo 2 (Tourrel et al., 2001).

2.6.3 EXPRESION DE TOXINA DIFTERICA INDUCIDA POR DOXICICLINA EN
CELULAS BETA

En estos ratones, se expresa un transactivador dependiente de tetraciclina inverso
(rtTA) en células beta (Insulina-rtTA, en la que la expresion de rtTA es impulsada
por 9,5 kb de los 5 'Region flanqueante del gen de insulina |l de rata). Ademas, la
toxina A de difteria se expresa bajo un promotor sensible a rtTA. La administracion
de doxiciclina a los ratones provoca que rtTA induzca la expresion de la toxina A
de difteria, causando la apoptosis de las células beta (Nir et al., 2007).
Aproximadamente el 80% de las células beta se perdieron, y los ratones se
volvieron abiertamente diabéticos. Sin embargo, en la extraccion de doxiciclina, la
regeneracion de células beta fue evidente con el aumento de la masa de células
beta y la reversion de los ratones a la normoglucemia (Buch et al., 2005).

2.6.4 RATONES RIP RECEPTOR DE TOXINA DE DIFTERIA

En este modelo, las células beta han sido genéticamente modificadas para
expresar el receptor de toxina diftérica bajo el promotor de insulina de rata. Por lo
tanto, puede administrarse toxina diftérica y eliminar selectivamente las células
productoras de insulina ya que las células de ratdn no expresan normalmente el
receptor DT, y por lo tanto, otras células no son susceptibles de dafo (Buch et al.,
2005). Usando este método,> 99% de las células beta son eliminadas. Hay una
extensa regeneracion de células beta después de la eliminacién y en 10 meses
hay un aumento de 10 a 44 veces en las células beta. Sin embargo, esto
corresponde a solo 4-17% de masa de células beta en comparacién con ratones

control no tratados.
]

DIEGO CAMBRON MORA 14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417415/#b18

IMPLEMENTACION DE UN MODELO DE DIABETES TIPO Il EN RATA

2.7 KNOCK-OUT Y RATONES TRANSGENICOS EN INVESTIGACION DE DM

Los ratones transgénicos se han utilizado para crear modelos especificos de DM
tipo 1 y tipo 2, incluidos ratones hIAPP, ratones humanizados con aspectos del
sistema inmune humano y ratones que permiten la eliminacion condicional de
células beta, como se describid anteriormente. Las células beta que expresan
proteinas fluorescentes también pueden proporcionar métodos elegantes de
rastreo de células beta para su uso en la investigacion de la DM (Hara et al.,
2003). Ademas, los ratones knock-out y transgénicos se han convertido en
herramientas poderosas para dilucidar la influencia de genes especificos en la
glucosa metabolismo y la patogénesis de la diabetes. Esto incluye comprender
qué factores de transcripcidn estan involucrados en el desarrollo del pancreas
(Habener et al., 2005) y elucidar las vias de sefializacién de la insulina (Kahn,
2003; Wang y Jin, 2009). Los knockouts especificos de tejido han demostrado ser
particularmente utiles en el estudio de la sefalizacion de insulina (Neubauer y
Kulkarni, 2006) ya que el knock-out global del receptor de insulina no es viable
(Accili et al., 1996). Como se menciond previamente con metabolismo inducido por
dieta aberraciones, se debe tener precaucion al interpretar los datos ya que las
diferentes cepas de fondo tienen diferentes susceptibilidades a la obesidad y
alteraciones en la homeostasis de la glucosa en sangre. Esto podria conducir al
efecto de la pérdida de un gen o, alternativamente, a la importancia relativa de un
gen sobreestimado. Otra consideracidn con ratones knock-out y transgénicos en la
investigacién de la DM es que los promotores pancreaticos como el promotor de
insulina de rata (RIP), Ngn3 y Pdx-1 pueden expresarse en niveles bajos en el
hipotalamo (Song et al., 2010). De hecho, se ha sugerido que los ratones RIP-Cre
per se han alterado la tolerancia a la glucosa (Lee et al., 2006), aunque otro
estudio no observo ninguna aberracion metabdlica en sus ratones RIP-Cre (Fex et
al., 2007

2.8 MODELO DE GENES DE ESTUDIOS DE ASOCIACION DE GENOMA
COMPLETO EN RATONES

Recientemente, los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) en
humanos han llevado a identificar varios loci de susceptibilidad en la patogenia de
la DM y la obesidad. Tales estudios han sido fundamentales para identificar los
genes de susceptibilidad en la enfermedad. pero su funcién no siempre ha sido
clara. Los modelos de ratdn permitieron llevar a cabo estudios mecanisticos para
dilucidar la funcién de los genes identificados en GWAS como FTO (Church et al.,
2009; 2010) y el gen SLC30A8 que codifica el transportador de zinc (ZnT8)
(Wijesekara et al. 2010.
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3.0 JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es un estado patologico crénico-degenerativo que
desencadena un sindrome metabdlico y que se ha vuelto un problema de primera
magnitud a nivel mundial del cual se prevé que incremente acorde con los
problemas actuales de obesidad, sedentarismo y los cambios en la dieta por una
hipercaldrico. La falta de control adecuado de la diabetes mellitus, principalmente
la glucemia, acelera las complicaciones cronicas de la enfermedad,
manifestandose multiples signos y sintomas de la fisiopatologia.

Esta enfermedad ha sido estudiada a lo largo de los afos utilizando diversos
modelos de diabetes mellitus cada uno con caracteristicas adecuadas para el
estudio a realizar, siendo el de eleccion en el laboratorio de neurociencias de la
UMSNH la utilizacion de STZ para un modelo de diabetes tipo |, pero existe una
mayor incidencia a nivel mundial la diabetes tipo Il por lo cual se ha puesto como
objetivo la implementacién de un modelo de en rata de diabetes tipo Il utilizando
una modificacién de la dieta hipercalorica. Si bien existe literatura que habla de la
implementacion de una dieta hiperlipidica, en el presente trabajo se planteé la
modificacion de diversas condiciones a las que deberia de someterse el
espécimen en cuestion, desde los niveles adecuados de carbohidratos y lipidos en
la dieta, hasta el tiempo de la induccion. Pretendiendo lograr esto mediante la
inhibicion de la hexocinasa. En condiciones normales un incremento de glucosa en
torrente sanguineo resultaria en una accién decreciente ya que la accion de la
hexocinasa transforma la glucosa que entra al espacio intracelular en glucosa-6P
teniendo siempre un gradiente de concentracion favorable para que la glucosa en
sangre disminuya, siendo entonces la inhibicion de esta enzima nuestro objetivo,
debido a que si se inhibe la enzima habra concentraciones equivocares tanto en el
espacio intracelular como en espacio intersticial basandonos en lo anterior se
planted la siguiente hipotesis:

1 ——
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4.0 HIPOTESIS

Dieta alta de acidos grasos y carbohidratos inducen la diabetes mellitus tipo Il en
ratas.

1 ——
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5.0 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la alteracion de la dieta hipercaldrico propicia un modelo de diabetes
mellitus tipo Il en rata de la cepa Wistar.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las concentraciones adecuadas de carbohidratos y lipidos que
se adicionaran a la dieta para originar hiperglicemia.

e Determinar si la dieta hipercalérico modifica los niveles de glucosa y la
curva de tolerancia a la glucosa y al efecto de la insulina sobre la misma.
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6.0 MATERIAL Y METODOS
6.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Wistar mantenidas en el bioterio del laboratorio de
Neurobiologia de la facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH, siguiendo
los protocolos vigentes para el uso de animales de investigacion (SAGARPA,
2001), con alimento Purina Rat Chow®, margarina Delicia®, solucion de sacarosa-
agua filtrada a diferentes concentraciones y agua filtrada ad-libitum, ciclos de luz y
obscuridad de 12 h (/-19 h), temperatura de 24 + 2 °C y humedad relativa de
60£5%.

6.2 IMPLEMENTACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE DMII

Ratas de dos meses de edad con un peso aproximado de 221 g se distribuyeron
en dos grupos principales solucién de sacarosa al 50% y solucion de sacarosa al
38.5% y estos a su vez se dividieron en subgrupos como se observa en la tabla 1
a estos grupos se les evaluaron parametros que se observan en la diabetes
mellitus como son la polifagia, polidipsia y el incremento de peso, para ello se tuvo
que medir diariamente la ingesta de alimento y bebida entre 8:00-9:00 AM,
semanalmente (luego de un periodo de ayuno de 4 horas diurno) se midié su peso
corporal asi como la glucosa en sangre con glucometro accu-check® para asi
evaluar la efectividad de la dieta para generar la hiperglucemia en estas para
seguir la estrategia que se muestra en la figura 1, una vez establecida la
hiperglucemia en los especimenes se procedera a realizar curva de tolerancia de
glucosa y dos dias después curva de tolerancia a la insulina y para finalizar el 4
dia se sacrificaran los especimenes para toma de muestra sanguinea a la cual se
le hara un perfil bioquimico que constara de glucosa, colesterol, triglicéridos, hdl,
vldl, Idl, creatinina y acido urico

Tabla 1 grupos de animales experimentales y dietas empleadas

200 ml agua y
SOLUCION CTRL 11 40 g de | 4 4-5
DE alimento
SACAROSA
AL 50% 100 ml de
SACH 11 solucién de | 4 4-5
sacarosa al
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50% y 40 g de
alimento

100 ml de
solucion de
§8A (5:H 10 sacarosa al| 4 4-5
' 38.5% y 40 g de
SOLUCION alimento
bz 100 mil de
iﬁgg‘igsp‘ solucién de
. 0
SACHM sacaorosa al
10 38.5% y20gde |4 4-5
38.5 - )
alimento mas un
10% de
margarina

Estudios anteriormente realizados en el laboratorio de la facultad, muestran que
los niveles de lipidos que deberan de agregarse se encuentran entre un 10% del
total de alimento (Torres., 2015 ) adoptando con ello este parametro para nuestro
modelo en cuestion.
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6.3 ESTRATEGIA Y METODOLOGIA

Animales de
experimentacion

Grupo con 50% de

Grupo con 38.5% de

sacarosay 10% de acidos
sacarosa

grasos

Grupo con solucion de
sacarosa al 38.5%y un

Zrn sl e grupo con solucion de

gD T con 10% de lipidos . . sacarosa al 50%y 10%
comida y agua et libitum . comida y agua et litum ;
agregados a su alimento de acidos grasos
base

Pruebasa
realizar (S1-54)

Ingesta de

Lz e Glucosa Peso

semanalmente semanalmente

alimento
diariamente

liquidos
diariamente

\

una vezgue se
obtengan glucosas
significativas (54)

curva de tolerancia curva de tolerancia

alainsulina alaglucosa

)
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sacrificio de
especimenes (S5)

obtencion de
muestras de sangre

analisis bioquimico
de glucosa,
colesterol y
trigliceridos (S6)

analisis de
resultados

TABLA 2 Representacion grafica de estrategia metodolégica

El tiempo experimental se sefiala en semanas (S#)

6.4 OBTENCION DE MUESTRAS BILOGICAS

Los animales con un periodo de ayuno de 1 h, se sacrificaron por dislocacion
cervical entre 8:00 -12:00 pm, rapidamente se obtuvieron de cada uno de los
especimenes muestra de sangre intracardiaca.

La muestra sanguinea se recuperé con anticoagulante (K2-EDTA 7.2 mg/4 ml de
sangre) para realizar el perfil bioquimico, esta sangre se centrifugo a 2000 RCF y
se recupero el plasma para realizar determinaciones enzimatico-colorimétricas de
glucosa, colesterol total, lipopolipoteinas (de alta, baja y muy baja densidad)
triglicéridos, creatinina y acido urico. Se emplearon kits Spinreact® para la
determinaciéon de los diferentes parametros bioquimicos, se siguieron los
protocolos y recomendaciones del fabricante, asi como la ecuacién de Fredewald
para el calculo de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL).
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6.5 ASPECTOS A SEGUIR

Cabe senalar que las diferentes especies tienden a tener diferentes
concentraciones de glucosa en sangre que los humanos, y, por lo tanto, las
definiciones para la DM en humanos no necesariamente deben aplicarse a los
animales. Por ejemplo, los ratas tienden a tener concentraciones de glucosa en
sangre mas altas que los humanos, y se ha sugerido una concentracion de
glucosa en sangre que no es en ayunas superior a 250 mg/dL(13.8 mM) o
preferiblemente una elevacion crénica superior a 300 mg/dL(16,7 mM) es
apropiado para considerar a una rata diabética (Leiter, 2009). Las ratas normales
ayunan durante 12 h durante todo el periodo oscuro, cuando ocurre su mayor
ingesta de alimento, y generalmente tienen glucosa en sangre de entre 50 y 100
mg/dL(2.8-5.6 mM), mientras que las ratas con DM tipo 2 tendran niveles de
glucosa en sangre en ayunas de alrededor de 150-300 mg/dL(8,3-16,7 mM) en
esta clase de modelos se ha observado un mejor resultado a las 4 horas de ayuno
ya que un mayor tiempo de ayuno propicia a un estrés en los especimenes a tratar
(Figueroa-Garcia et al., 2016) esta hiperglicemia se muestra claramente en las
condiciones que cita la literatra como se aprecia en modelos anteriormente
citados, ademas de ello se ha citado en la literatura que las ratas consumen
alimento (80%) preferencialmente entre las 8 p.m y 6 a.m., por lo que para la
obtencion de resultados reales se recomienda quitar el alimento a los animales por
la mafiana y realizar la toma de las muestras a medio dia, con sélo 4 h de ayuno,
para evitar falsos positivos o falsos negativos en el diagndstico de diabetes.
(Figueroa-Garcia et al., 2016)

En los modelos de DM, es fundamental que los animales también se pesen para
garantizar que las concentraciones reducidas de glucosa en sangre no estén
asociadas con la pérdida de peso debido a la disminucion de la ingesta de
alimento. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en los modelos de DM tipo 2
pueden existir modelos obesos y no obesos (Brosius Ill et al.,, 2009).
observandose en el presente estudio un normo peso.

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se evaluaron estadisticamente los datos de los resultados experimentales. Las
curvas de patrén se sometieron a regresion lineal, se calcularon la media
aritmética y el error estandar. La comparacion de los resultados se realizé por las
pruebas T " de Student segun correspondi6 con una p<0.05.
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DIEGO CAMBRON MORA 23



IMPLEMENTACION DE UN MODELO DE DIABETES TIPO Il EN RATA

7.0 RESULTADOS

La figura 1 muestra el peso corporal de los grupos experimentales y del control,
como se puede observar el peso de los diferentes grupos no tuvieron diferencias

significativas.
a) b)
ol o = 500
ﬁﬁ - & CTAL § e &
25 ana = crred S 5 400
2= = s."*"": 3 d 3w
£ et
2 e m SACHM-1 2 = 200
g3 w R R g I
12 T =i
= >2 , = =

SACH1 ACH4  SACHM1 SACHM 4

LSS

GRUPOS GRUPOS

FIGURA 1 Peso corporal. Se muestran valores promedio + error estandar de 11-10 ratas por
grupo. a) CTRL, SACH y SACHM en la tabla b) SACH 38.5 y SACHM 38.5. el monitoreo se realizd
semanalmente Grupos no conectados por la misma letra son diferentes estadisticamente.

Con respecto a la ingesta de agua las ratas de los diferentes grupos estudiados,
estos no presentaron polidipsia, Figura 2 como se observa en la literatura, estas
ratas no presentan un cambio significativo en cuanto al consumo de agua como se
ha observado en la DM tipo | experimental, cabe mencionar que en el caso de los
grupos SACH 38.5 y SACHM 38.5 estos mostraron una variacién significativa al
comienzo de la induccién terminando en una disminucion del consumo como se
observa en la figura 2 a) llegando a niveles similares a los demas grupos.
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a) b)
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FIGURA 2 consumo de agua. Se muestra el promedio * error estandar de 11-10 ratas
respectivamente por grupo. Grupos no conectados por la misma letra son diferentes
estadisticamente.

Con respecto a la ingesta de alimento se mostré que los grupos con DM tipo tanto
en la etapa temprana como en la etapa tardia consumieron casi la mitad de
alimento con respecto a los grupos control.

a) b)
&b
I = CONSUMO DE ALIMENTO
€20 2 30
[=]
=20 FA £
w15 b %b b b £|15 =
al0 g = o 10 =l
Es B B B I = |
E ] || b o = = E 5 El'=—_
S ¥ b v b o a a SACH 1 SACH 4 SACHM 1 SACHM 4
H & & c,wf’% ;ﬂv& & & g
& & F T g
GRUPOS
GRUPQOS

FIGURA 3 Ingesta de alimento por los animales de experimentacion. El
consumo de alimento presentado es el monitoreado en el promedio de una semana (s1y s4), a)
muestra los grupos CTRL, SACH y SACHM en la tabla b) SACH 38.5 y SACHM 38.5. El monitoreo
se realiz6 diariamente, mostrandose en la tabla el promedio + de cada semana y el error estandar
de 11-10 ratas respectivamente por grupo. Grupos no conectados por la misma letra son diferentes
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Semanalmente se fue monitoreando los niveles de glucosa en sangre, se observo
un aumento significativo de la glucosa sanguinea en comparacion con los grupos
control como se muestra en la tabla 4

a) B)
- GLUCOSA (38.5%)

) Wi =3 CTRL-1

Pli'-\ 150 senn = CTRL-4 g 200

E == SACH-1 B | 4u

2 q00 - SACH4 E

S - SACHMA1 = 100

S 50 = SACHM4 8 I I
= 50
= = =

o o | —— | —1
d,,s #"?‘ & G? SACH1 SACH4 SACHM1 SACHM4
Grupos

Grupos

FIGURA 4 Niveles de glucemia en los animales con DME.
Las mediciones de indice glucémico fueron realizadas con un ayuno de 4 h de los animales. Se

presentan los valores promedio de la S1 y S4 terror estandar de 11-10 ratas por grupo. a) muestra
los grupos CTRL, SACH y SACHM en la tabla b) SACH 38.5 y SACHM 38.5. los grupos SACH y

SACHM. Se muestra la diferencia estadistica con * (xt E:E de 10 a 11 animales por grupo.
* p<0.005, ** p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001)

La hiperglucemia de las ratas SACH 38.5 y SACHM 38.5 no mostraron una
diferencia tan significativa como en el caso de los grupos SACH y SACHM estos
ultimos llegando a una diferencia de hasta **** por lo cual se procedi6 a realizar
parametros bioquimicos en estos grupos.

1 ——
DIEGO CAMBRON MORA 26




IMPLEMENTACION DE UN MODELO DE DIABETES TIPO Il EN RATA

Basandonos en niveles de glucosa observados en ayunas se procedio a realizar
una curva de tolerancia a la glucosa a los grupos CTRL, SACH y SACHM, para
ello se realizé una administracion intraperitoneal de 2 g de glucosa luego de un
periodo de ayuno de 4 h. la medicion de glucosa se realizé con glucémetro.

Curva de tolerancia a la glucosa

600

\ & CTRLV
\ ——SACH-V
¢

® ~N ——SACHM-V
*
100 * *
0 T T T T T 1
0 15 30 60 90 120

Tiempo (min)

Figura 5. Curva de tolerancia a la glucosa. Se observa en la curva de tolerancia
a la glucosa una marcada intolerancia de los grupos SACH Y SACHM aun a las 2
horas se ve que en estos grupos la glucosa no se redujo a niveles normales.
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7.1 VALORACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Finalizada la monitorizacién del modelo de DM, los animales de experimentacion
fueron sacrificados y de ellos se obtuvo una muestra sanguinea intracardiaca para
valorar diferentes parametros bioquimicos, con la finalidad de apreciar si existio
algun cambio en los resultados en comparacion con las ratas control y los modelos
existentes en la literatura.

Los grupos SACH y SACHM mostraron una hiperglicemia SACH + 138 mg/dL y
SACHM + 166 mg/dL en promedio, este resultado es semejante a los que se
observan en los modelos de diabetes mellitus tipo Il. Sin embargo, la dieta en la
que se adiciono una solucion de sacarosa de 38.5% no mostro hiperglicemia
significativa por ello se optd por realizar el perfil bioquimico solo a los grupo que
obtuvieron un resultado significativo.
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FIGURA 6. Glucosa x* E:E de 10 a 11 animales por grupo. * p<0.005, ** p<0.01,
***p<0.001, ***p<0.0001
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FIGURA 7 triglicéridos xt E:E de 10 a 11 animales por grupo. * p<0.005, **
p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001
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FIGURA 8 colesterol total xx E:E de 10 a 11 animales por grupo. * p<0.005
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FIGURA 9 DHDL x+ E:E de 10 a 11 animales por grupo. * p<0.005, ** p<0.01,
***p<0.001, ***p<0.0001
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FIGURA 10 VLDL xt E:E de 10 a 11 animales por grupo. * p<0.005, ** p<0.01,
***p<0.001, ***p<0.0001

En cuanto a la valoracién del perfil de lipidos, los grupos diabéticos mantuvieron
una mayor concentracion de triglicéridos y lipoproteinas que los transportan
(VLDL).
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FIGURA 11 creatinina x+ E:E de 10 a 11 animales por grupo. * p<0.005, **
p<0.01
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8.0 DISCUSION

El comportamiento aparentemente erratico (que es posible observar) de la
concentracion de glucosa sanguinea a través del tiempo en las ratas inducidas a
DMII durante el estudio es una respuesta logica a las necesidades de
readaptacion metabdlica del individuo y los sistemas de contra-regulacion
hormonal de la glucosa. En pacientes humanos con DMIlI no controlada, son
comunes los hallazgos de glicemias que pueden ir de valores tan bajos como 60
mg/dL a valores que sobrepasan los 400 mg/dL. Esta condicién es una de las
principales caracteristicas que indican una mala utilizaciéon y/o sintesis de la
insulina, aunque es necesaria la confirmacién a través de otras pruebas.

En este trabajo se utilizé una modificacion en la dieta hipercalorica suficiente para
disminuir la accion de la insulina en sus receptores. Lo anterior ha sido observado
en modelos anteriores que utilizaban unicamente ratas obesas para su estudio.

La DMIl se diagnostica por la presencia de los signos y sintomas clasicos,
glucemia elevada en ayunas y/o curva de tolerancia a la glucosa alterada. En
pacientes con sintomatologia de diabetes la ADA especifica que sélo se necesita
una glicemia mayor a 110 mg/dL en ayuno de 8 horas, o de 200 mg/dL en forma
aleatoria para su confirmacién. La concentracion de glucosa sanguinea en los
animales con DM2 observada en este trabajo es 50.9 % mas alta que la reportada
en la literatura (95 mg/dL) para los grupos controles. Los valores promedio en
ratas con DMIl reportados por diversos autores van de 119 a 350 mg/dL,
dependiendo del manejo nutricional y estado fisioldgico de los animales. En
humanos, una concentracion de glucosa sanguinea mayor a 110 mg/dL es un
indicador de la disminucién de la sensibilidad del receptor de insulina y se reportan
como pacientes pre-diabéticos, a los cuales hay que realizar una prueba de
tolerancia a la glucosa para confirmar o descartar DMII.

La modificacion de la dieta muestra en un inicio una clara adaptacion fisiolégica
para nivelar el alto consumo de carbohidratos sin embargo este se va perdiendo
conforme pasa el tiempo comenzando con una elevacion de la glucosa entre la
semana 2 y 3, siendo la dispersion de los valores obtenidos consistente con el
desarrollo de un modelo de DMII.

Uno de los parametros afectados en pacientes diabéticos es el peso corporal. La
literatura sefala que los pacientes, previo al desarrollo de la diabetes mellitus tipo
2, cursan con sindrome metabdlico caracterizado por sobrepeso, intolerancia a la
glucosa y alteracion del metabolismo de los lipidos; sin embargo, ya establecida la
enfermedad los pacientes presentan pérdida progresiva de peso corporal. En el
presente estudio se puede observar que el efecto de la diabetes sobre esta
variable (pobre ganancia de peso) concuerda con los datos reportados en la
literatura donde se han implementado modelos con normo-peso.
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La insulina, ademas de regular la utilizacion de la glucosa, tiene como funcion la
regulacion del metabolismo del tejido adiposo (almacenamiento, movilizacion y
utilizacion de triglicéridos). Una de las alteraciones metabodlicas observada en
pacientes con DMII es el metabolismo de los lipidos, lo cual se ve reflejado en
aumento de la concentracion de triglicéridos y colesterol en sangre. Los datos
reportados en la literatura para la concentracion de estas moléculas en suero de
ratas normales son de 80 mg/dl para triglicéridos este valor es cercano al que se
observo en los animales del grupo CTRL, mientras que en los animales inducidos
a DMII este valor se incrementa a mas del doble, lo cual es similar a lo que ocurre
en pacientes con DM2.

Los criterios utilizados para definir la condicién de anormalidad en una CTG se
basan en el nivel o pico alcanzado por la glicemia a los 60 minutos, y la falta de
retorno al nivel normal dos horas después de la ingestion, siendo esto ultimo lo
mas importante. En machos inducidos a DM2 se reportan concentraciones pico de
490 mg/dL a los 30 minutos con un retorno a niveles iniciales de a los 180
minutos. En el presente estudio, tanto el grupo testigo como el diabético tuvieron
un comportamiento similar al reportado en la literatura. Los valores plasmaticos de
insulina y glucosa en ayuno y posterior a la ingestibn de una carga de
carbohidratos, guardan relacién mutua.

La diabetes es una enfermedad multifactorial y multisistémica, en la cual el
desarrollo, incidencia y prevalencia de la misma esta relacionada con factores
inherentes a variables como edad, etapa fisioldgica, genotipo y sexo, ademas de
la influencia de factores ambientales. Por ello se requiere del desarrollo de
modelos experimentales que reproduzcan la historia natural de la enfermedad. En
el presente estudio se desarrollaron las alteraciones fisiologias reconocidas en la
DMII de acuerdo a los criterios para el diagnéstico de ésta propuestos por la OMS
y la ADA. Considerando los parametros de las pruebas comunmente utilizadas
para el diagndstico y control de la diabetes en humanos, los valores obtenidos son
representativos del sindrome, sin embargo, se recomienda realizar algunas otras
mediciones para la confirmacion del diagnéstico como son mediciones de insulina
Y péptido.

Los resultados del estudio muestran que los animales con un aumento
hipercal6rico en la dieta obtuvieron un incremento en los niveles plasmaticos de
glucosa, asi como una alteracion en el perfil bioquimico, comiunmente asociado
con la DM (aumento de triglicéridos, alteracion en lipidos de baja y muy baja
densidad).
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9.0 CONCLUSION

La ingesta de una dieta hipercal6rico médica el metabolismo de carbohidratos en

ratas produciendo alteraciones semejantes a las presentes en la diabetes mellitus
tipo Il
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