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Modelos de diabetes inducida.
¢ Como elegir el modelo correcto?

Joaquin Lilao-Garzén, Carmen Valverde-Tercedor, Silvia Muioz-Descalzo, Ana M2 Wagner y Yeray Brito-Casillas
Instituto Universitario de Investigaciones Biomédicas y Sanitarias (IUIBS) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC)

Palabras clave: insulina, roedor, glucemia.
INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de enfermedades que
afectan al metabolismo de la glucosa. Se caracteriza por una falta
de secrecion de insulina por parte de las células 3 pancreéticas, un
efecto inadecuado de esta insulina en los tejidos conocido como
resistenciaalainsulina, o unacombinacién de ambas'.

La DM se considera una pandemia global con una prevalencia
quealcanzéal 8,5% de la poblacién en adultos mayores de 18 afos
en 2014,y que fue responsablede 1,6 millones de muertesen 2016
segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), siendo la
séptima causade muerte ese ano’.

La clasificacién de la Asociacién Americana de Diabetes',
organismo de referencia en el campo, establece cuatro categorias
principales:

- DM tipo 1 (T1DM del inglés Type 1 Diabetes Mellitus),
donde normalmente se produce una falta completa de la
secrecion de insulina debida a una destrucciéon autoinmune
delascélulas 3 del pancreas.

- DM tipo 2 (T2DM del inglés Type 2 Diabetes Mellitus),
debida a una pérdida gradual de la secrecion de insulina,
causada por laresistenciadelos tejidos a la misma.

- DM gestacional (GDM del inglés Gestational Diabetes
Mellitus), donde pese a no existir signos obvios de DM al
inicio, esta se manifiesta mediante una hiperglucemia leve,
normalmente durante el segundo o tercer trimestre del
embarazo.

- Grupo de tipos especificos de DM debidos a otras causas,
como por ejemplo sindromes monogénicos, enfermedades
del pancreas exocrino o inducidos pordrogas.
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La Confederaciéon de Sociedades Cientificas de Espafa
considera vital el uso de animales de investigacién para el avance
de la medicina. Esto se hace especialmente importante en
enfermedades sistémicas como la DM donde, a pesar de la
existencia de herramientas de reemplazo, éstas siguen sin poder
abarcar completamente lacomplejidad de esta enfermedad’.

MODELOS ANIMALES

La DM puede darse de manera espontanea en gran numero
de especies, incluyendo los roedores, y algunos de estos modelos
espontaneos, como el ratén NOD (Non Obese Diabetic) o |a rata BB-
DP (Biobreeding-Diabetes Prone) han resultado clave para el
estudio del proceso autoinmune que caracteriza a laT1DM. Otros
modelos espontdneos son aquellos donde la accion de la
hormona reguladora del apetito leptina esta afectada, como la
rata ZDF (Zucker Diabetic Fat) o los ratones mutantes ob/ob y
db/db, los cuales han resultado de gran utilidad en el estudio de la
T2DM. Estos ratones ob/ob homocigotos carecen de la hormona
leptina, mientras que tanto el modelo de ratén db/db como el de
rata ZDF carecen de su receptor”.

Por otro lado, los modelos de DMinducida son los mas usados
por ser mucho mas faciles de generar que los espontédneos y por
ser mas precisos a la hora de representar el fenotipo de la
enfermedad observado en pacientes. Estos modelos se clasifican
en’:

- Modelos inducidos quirtirgicamente, donde todo o parte
del pancreas es extirpado de forma quirdrgica. Estos fueron
los primeros modelos en desarrollarse y los que menos se
utilizan actualmente por la falta de especificidad entre
pancreas endocrino y exocrino durante el disecado, lo que
lleva a la aparicion de otros sintomas no relacionados con la
DM.



Modelos inducidos genéticamente, en estos modelos se
lleva a cabo la edicion genética de uno o mas genes. Aunque
son ideales para conocer la funcién concreta de un gen, se
trata de modelos caros de generar y necesitan mas tiempo
para ser creados. Ademas, no reproducen completamente
una enfermedad tan compleja como la DM, donde tanto la
genéticacomo elambiente juegan un papel crucial.

Modelos inducidos quimicamente, donde la DM se
desarrolla por la destruccion de las células B del pancreas
mediante compuestos quimicos con afinidad,
desencadenando una respuesta oxidativa letal para la célula.
Sesuelen emplear la estreptozotocina (STZ) o el aloxano. Estos
modelos han sido ampliamente utilizados especialmente en
el estudiodeT1DM, por su bajo costey la facilidad para inducir
unasintomatologia franca en poco tiempo.

Modelos inducidos por la dieta, normalmente mediante
dieta grasa (HFD). Son los mas utilizados para el estudio de la
T2DM, ya que permiten simular la resistencia a la insulina que
se observa en la T2DM humana. Estos requieren mas tiempo
que los inducidos quimicamente, ya que los animales son
alimentados con la HFD durante algunas semanas para
desarrollar la enfermedad. También pueden ser usados como
inductores de la enfermedad algunos sacaridos como la

fructosa, o incluso colesterol, contribuyendo a dar complejidad al
modelo.

La combinacién de algunos de estos cuatro métodos permite
a los investigadores el desarrollo de modelos mas precisos a la
hora de estudiar la enfermedad, como por ejemplo la
combinacién de HFD con STZ para acelerar el desarrollo de T2DM’.

ELECCION DEL MODELO

La elecciéon de uno de estos modelos para estudiar la DM
puede resultar complicada para quien quiere investigar esta
enfermedad. De hecho, en la literatura encontramos multitud de
métodos generados o adaptados por diferentes autores para
generar modelos de diabetes. Sin embargo, la eleccion del
modelo debe hacerse de manera cuidadosa, atendiendo
especificamente al tipo de DM en estudio, ademds de a las
ventajas e inconvenientes de cada uno de estos métodos (ver
Tabla 1). Por ejemplo, un tratamiento corto con grandes dosis de
STZ permite obtener una hiperglucemia severa debido a la
destruccion de células B, un resultado que podria resultar ideal
para el estudio de la T1DM, pero no de la T2DM. Por otro lado, el
uso de HFD con el objetivo de inducir T1DM se desaconsejaria, ya
que con este tipo de dietas solo se conseguiria una hiperglucemia
entre leve y moderada, debida principalmente a la presencia de
resistenciaalainsulina (ver Figura 1).

Tabla 1.-Ventajas einconvenientes de los modelos animales inducidos para el estudio de DM.

TIPOS DE
MODELOS QUIRURGICOS GENETICOS Quimicos DIETETICOS
INDUCIDOS
0 ran numero de ies.
Uso en gran nimero de Uso en gran nimero de especies
especies. Versatil para T1IDM o T2DM . X
L ) dependiendo de la estrategia de Uso en gran nimero de especies.
Permite ajustar la severidad administracién
de la DM. Permite el estudio concreto de . Permite modelar la interaccion entre la
VENTAJAS un gen en el desarrollo de la Método de bajo coste. genética y el ambiente.
Permite conseguir DM. o )
hiperglucemia moderada y Especifico en cuanto a la pérdida de | Gran similitud con la etiologia de la
severa. células B. T2DM en humanos.
Répido de generar. Rapido de generar.
Muy invasivo. Limitado nimero de especies. | [ alta de resistencia a la insulina en
Requi | Aunque nuevas tecnologias han T2DM.
equiere persona permitido su aumento. .
experimentado. :_?:;aMde proceso utcinmune s Respuesta heterogénea.
Pérdida de la heterogeneidad .
DESVENTAJAS | Enfermedades colaterales en la poblacion. Efect ibl ert Solo hiperglucemia leve.
debido a la pérdida de otras ‘ectos reversibles en ciertos casos.
células endocrinas y del Posible mortalidad y Posible toxicidad en ofros drgancs. Proceso moderadamente lento.
pancreas exocrino. enfermedades colaterales.
. Respuesta variable incluso dentro
Alta mortalidad. Lento y caro de generar. de la misma especie.

22




ANIMALES DE LAEC ORIO
PRIMAVERA 2021 / NUMERO 89

EE—
TIPOS DE
MODELOS QUIRURGICOS GENETICOS Quimicos DIETETICOS
INDUCIDOS
T1DM, T2DM, GDM y otros - : o ;
TIPO DE DM 5 3 § Principalmente T1DM, pero también | Principalmente T2DM, pero también
T1DM, T2DM y GDM. tipos de DM como T2DM y GDM. GDM.
monogeénicas.

DM: Diabetes Mellitus; T1DM: Diabetes Mellitus Tipo 1; T2DM: Diabetes Mellitus Tipo 2; GDM: Diabetes Mellitus Gestacional.

Adaptada de.

Tipo de Estrategia de
Diabetes Induccién
l Induccion quirdrgicaJ
1
Diabetes tipo 1
- Déficit severo de
insulina Estreptozotocina

- Hiperglucemia moderada a
severa con bajos niveles de
insulinemia

Principales Objetivos del
Caracteristicas estudio

- Falta pancreas exocrino
- Alta mortalidad

- Mediante una o dos dosis
altas de STZ
- Falta proceso autoinmune

Efectosde la DM J

- Solo mediante dosis bajas
de STZ consecutivas.
- Falta resistencia a la insulina

Evaluacién de un
tratamiento

Diabetes tipo 2

- Resistenciaa la
insulina

- Déficit leve-moderado
de insulina

Induccién Genética J

- Resultado variable
dependiendo del gen alterado
- No accesible a todas las
especies

Mecanismos de
produccién de la DM

Dietarica en grasa
- Hiperglucemia leve con altos
niveles de insulinemia

- Hiperglucemia leve
- Etiologia similar a humanos
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Estrategia deinduccion en funcién del tipo de DMy el objetivo del estudio. En este sentido, existe un gran nimero de publicaciones cientificas en las
que la seleccion del modelo de diabetes no suele detallarse, ni justificarse, tratandose a la DM como una enfermedad Unica, sin tener en cuenta

importantes especificidades de cada tipo de DM.

Debido a estas ventajas e inconvenientes (ver Tabla 1) de cada
modelo, la seleccion de uno de ellos es clave en funcién del tipo de
DM en estudio y ha convertido a los modelos quimicos,
especialmente, el tratamiento con STZ, y aquellos basados en HFD
en los dos modelos mas utilizados en la actualidad. Estas dos
estrategias, por lo general, son las méas sencillas para generar un
modelo de DM, pero su simplicidad junto con la falta de exactitud
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en la evaluacién de la glucosa ha llevado a la existencia de un
extenso rango de condiciones y protocolos. La heterogeneidad
en los protocolos queda patente en la bibliografia (ver Tablas 2 y
3). Aunque es bueno que cada laboratorio establezca
empiricamente un modelo que se ajuste a sus necesidades, esto
dificulta en gran medida la replicacién de los resultados y la
comparacion deresultados obtenidos.




MODELOS INDUCIDOS PORSTZ

En este caso existen dos aproximaciones mayoritarias a la hora
de desarrollar un modelo mediante el tratamiento con STZ (ver
Tabla 2). Por un lado, una estrategia es utilizar hasta cinco
administraciones de dosis bajas de STZ, en torno a 50 mg/kg de
peso, en dias consecutivos. Mediante este protocolo se observa
una hiperglucemiaentrelevey moderada similaralaque se puede
observar en la T2DM, pero en este caso es causada por una

destruccion gradual de las células 3 pancreaticas como ocurre de
forma espontdnea en la T1DM, sin incluir la resistencia a la
insulina.

Por otro lado, otra estrategia consiste en la inyeccién de una o
dos dosis altas de STZ, entre 180 y 250 mg/kg de peso. Este
protocolo permite una destruccion rapida y casi completa de las
células B pancreaticas y es una de las estrategias mas
ampliamente utilizadas para el estudiodelaT1DM.

Tabla 2.-Ejemplos de protocolos para la generacién de modelos diabéticos con STZ.

Doz':‘gﬁg)s‘n IN#ggg‘gﬁé’:w CarON TIPO DE DM INDUCIDA SEGUN LOS AUTORES
50 1 ICR DM inducida en neonatos
50 5 C57BL/6 T1DM
50 5 C57BL/6 Hiperglucemia definida por glucosa >300 mg/dl sin ayuno
50 5 C57BL/6 Definido como dosis subdiabetogénica de STZ
150 1 C57BL/6 Combinado con HFD para generar T2DM
180 1 C57BL/6 T1DM
60 1 C57BL/6 DM inducida en neonatos
35 5 ICR T1DM causada por insulinitis gradual
240 1 Kunming T1DM definida por glucosa >198 mg/dl con ayuno
100 2 C57BL/6, ICR Definida como DM leve
100+80 1+1 C57BL/6 Combinado con HFD y modelo genético para generar T2DM
75 3 Kunming DM definida por glucosa >288 mg/d|
190 1 C57BL/6 DM pregestacional definida por glucosa >240 mg/d| sin ayuno
230 1 CcD1 DM pregestacional definida por glucosa >306 mg/d| sin ayuno
j(s) 2 C57BL/6 T1DM pregestacional definida por glucosa >200 mg/dl sin ayuno
STZ: Estreptozotocina; DM: Diabetes Mellitus; HFD: Dieta rica en grasa (del inglés High Fat Diet); IP: intraperitoneal; T1DM: Diabetes Mellitus Tipo 1;
T2DM: Diabetes Mellitus Tipo 2.
Adaptada de®.

MODELOS INDUCIDOS PORHFD

Alahoradeinducir DM mediante cambios en la dieta también
se han propuesto distintas aproximaciones. Para la mas utilizada,
se cambia la dieta normal (ND) por una dieta enriquecida con
hasta un 80%° de grasa (HFD, del inglés High Fat Diet) durante 12
semanas’. Otras aproximaciones surgen de la combinacién de
HFD con fructosa (HFHF) por ejemplo®. En este caso se trata de
generar un modelo de T2DM de modo similar a como ésta se
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genera en humanos, especialmente cuando la T2DM estd muy
relacionada con las modernas dietas Fast Food ricas en grasas y
bebidas azucaradas.

En este caso, también hay una gran heterogeneidad en los
protocolos tanto en la edad de los animales al comienzo del
cambio de dieta como en la duracion del tratamiento o incluso el
porcentaje de grasade lamisma (ver Tabla 3).
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Tabla 3.-Ejemplos de protocolos utilizados en articulos recientes para la generacion de modelos diabéticos basados en HFD.

CEPA DE EDAD RATON | TIEMPO DE ? ANO
RATON (sem) DIETA (sem) DIETA TIPO DE DM INDUCIDA SEGUN LOS AUTORES PUBLICACION REFERENCIA
Resistencia a la insulina.

C57BL6/J 6 9 60% HFD Alteraciones metabdlicas inducidas por dieta son dependientes 2020 9
del sexo.

C57BL6/J 5 12 40% HFD Hiperglucemia sin signos de resistencia a la insulina. 2019 10

C57BL6/J 6 8 60% HFD Hiperglucemia acompafiada de resistencia a la insulina 2019 11

C57BL6/J 8 14 60% HFD Resistencia a la insulina inducida tras 12 semanas de dieta. 2019 12

8 Pre-diabetes en 8 y en 16 semanas.

C57BL6/J 6 16 60% HFD Severidad aumenta con el tiempo de dieta. 2019 13

C57BL6/ 8 8 45% HFD T2DM tras 8 semanas de dieta unicamente en machos y no en 2019 14
hembras.

C57BL6/J 18 7 35% HFD Hiperglucemia causada por la HFD. 2018 15

C57BL6/J 4 12 35.5% HFD Hiperglucemia y sensibilidad a la insulina. 2017 16

MODELOS DEDIABETES GESTACIONAL

En mayor o menor medida, todas las aproximaciones vistas hasta
ahora son susceptibles de ser utilizadas para inducir diabetes
gestacional’. Aunque el problema de la falta de homogeneidad en un
protocolo concreto persiste, como ocurre en la induccion de DM
mediante STZ y HFD. En este caso, una de las aproximaciones que
mejor reproduciria la enfermedad seria mediante la combinacién de
ambas, realizando un cambio en la alimentacion del animal a HFD que
desarrolle la resistencia a la insulina para, a continuacion, realizar un
tratamiento a dosis bajas de STZ que acelere la destruccion de las
células B del pancreas antes de llevar a cabo el apareo, que ocasiona
una hiperglucemiatransitoria durante la gestacion".

OTRAS CONSIDERACIONES

Un aspecto que destacar dentro de esta falta de estandarizacion
respecto al modelo, y las diversas adaptaciones a la hora de generarlo,
son las determinaciones de la glucemia en roedores. Este es un
problema muy relevante al que apenas se le presta atencién'. El
analisis de la glucemia de forma rapida y con poco volumen de sangre
hace necesario el uso de glucémetros. Normalmente se emplean los
destinados para humanos, porque son accesibles (en Espana se dan
de forma gratuita), y miden de manera rapida y sencilla. Sin embargo,
el criterio para elegir estos aparatos suele ser la propia accesibilidad al
mismo y a sus tiras reactivas. No obstante, la falta de exactitud entre
estos sistemas y la técnica de referencia para la determinacion de la
glucemia, puede ser importante”, A esta situacion se suma el hecho
de que en muchas ocasiones los autores no aportan ni si quiera el
modelo de glucometro usado en su trabajo, facilitando a veces tan
sélola casa comercial.

La falta de criterio en esta eleccion y en el reporte de datos
posterior, afecta a la reproducibilidad de los resultados entre
laboratorios. La importancia en estas diferencias es tal, que dos
modelos de una misma casa comercial, en una medida puntual de
glucemia, pueden ofrecer un valor normal de glucosa o uno
diagnostico de DM. Algo que ocurre en animales, e incluso cuando son
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usados en humanos, como especie de destino'*”’. Por esta variabilidad

analitica, incluso los estandares de fabricacion obligan a evaluar
unidades diferentes del mismo modelo simultaneamente’”".

Ademas, en el caso de los roedores, si se basa el diagndstico de la
DMy su evolucién en medidas puntuales de la glucemia, no existe una
definicion actual consensuada de cual es el punto de corte para
considerara un roedor como diabético (verTabla 2). Ello constituye un
tema de debate recurrente en multiples foros cientificos, y resultando
complicado consensuar cuando, ademas, existe tanta disparidad
entre los aparatos de medida usados”. Normalmente, se asume un
valor diagndstico de diabetes que muchas veces es arbitrario, para
cada modelo, y que se determina tras un periodo de ayuno, que
también varia segtn el autor”. Una recomendacion Util al enfrentarse
a un modelo de diabetes, seria no limitarse a considerar como alta,
normal o baja una determinacion concreta, sino que, en cada modelo,
con el mismo glucémetro y tiempo de ayuno, se compare la glucemia
obtenida frente a controles sanos. Alternativamente, si se estd
realizando un seguimiento del modelo, se deben compararlos valores
de glucemia obtenidos antes de la induccion de la enfermedad. En
este caso, y como referencia general, podria definirse la presencia de
diabetes si entre ambos grupos existe una diferencia de dos veces la
desviacién estandar respectoalamedia™.

CONCLUSIONES

La DM se ha convertido en un problema sociosanitario de gran
relevancia en sociedades modernas tanto por su alta frecuencia como
por sus consecuencias, lo que ha provocado un gran incremento en
las investigaciones cientificas en esta area. De acuerdo con PubMed,
soloen elano 2019 se publicaron hasta 24.805 articulos mencionando
Diabetes Mellitus.

A pesar del gran avance realizado en nuevas tecnologias de
reemplazo, gran cantidad de estas investigaciones siguen
dependiendo del uso de animales de investigacion,
fundamentalmente roedores. La facilidad del uso de estos modelos y
la extensa bibliografia existente lleva en ocasiones a los



investigadores a utilizar protocolos erréneos para la induccion de la
DM, normalmente, asociados a la falta de profundidad en el
conocimiento global de laenfermedad.

Por todo ello es necesario tomar en consideracion las siguientes
cuestionesala hora elegir, disefary llevara cabo los estudios’:

- Fijar el objetivo del estudio, ;qué tipo de DM se va a estudiar?
T1DM, T2DM, GDM u otras.

- Elegir los modelos de acuerdo al objetivo, ;qué especie es mas
adecuada a nuestro objetivo?, ;qué mecanismo de induccién
refleja mejor la enfermedad o los signos que queremos valorar?,
icudl eselmejor momento parallevaracabolainduccion?...

- Y, finalmente, si se hace uso de glucémetros para medir la
glucemia, es recomendable siempre monitorizar la evolucion de
la enfermedad de manera comparada con un grupo control sin
DM, sobre todo cuando se busca desarrollar una hiperglucemia
leve o moderada en T2DM, y menos, quiza, para mas severa en
T1DM.

En definitiva, parece evidente que en la investigacion en DM es
necesario aun establecer unos estandares metodoldgicos y
especificos en el reporte de informacion, que permitan fomentar la
traslacionalidad y reproducibilidad de los resultados entre
laboratorios.
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