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Resumen La rata eSMT deriv6 del cruzamiento de eSS y (3, lineas de la cepa IIM. eSS es un modelo de dia-
betes tipo 2 sin sobrepeso; B desarrolla obesidad moderada e intolerancia tardia a la glucosa. Fueron
comparados caracteristicas metabdlicas y hallazgos histopatoldgicos del pancreas endocrino entre eSS y eSMT.
Cotejados con eSS, los animales eSMT jévenes son mas corpulentos y desarrollan hiperglucemia de ayuno e
intolerancia a la glucosa mas precoces e intensas. En los machos eSMT de 6 y 9 meses existen islotes de
formas alteradas y con fibrosis, detectandose esporadicas imagenes de apoptosis. En los de un afio se tornan
mas pequefios y escasos, remedando la histoarquitectura de los machos eSS en el segundo afio de vida; pos-
teriormente los islotes van disgregandose, a la vez que muestran ocasionales mitosis y se observa nesidioblas-
tosis. Se sugiere que estas modificaciones dindmicas constituyen una respuesta a la hiperglucemia. Las hem-
bras eSS conservan por mas tiempo la estructura insular y tienen menores alteraciones de la glucemia. El di-
morfismo sexual del sindrome diabético de eSMT es atenuado respecto de eSS. La construccién de una tipologia
de individuos mediante el analisis multivariado separd tres clusters, evidenciando diferencias genéticas, etareas
y de sexo.

Palabras clave : pancreas, islote, rata eSS, rata eSMT, diabetes

Abstract Dynamic modifications in islets of Langerhans in two lines of spontaneously diabetic rats

The eSMT rat is derived from the crossing of eSS and {3, both lines belonging to the IIM strain,
while eSS is a model of type 2 diabetes without overweight and 3 develops moderate obesity and late glucose
intolerance. Metabolic characteristics and histopathological findings in endocrine pancreas of eSS and eSMT
were compared. Young eSMT animals are more robust than eSS and develop more intense fasting hyperglycemia
and glucose intolerance at an earlier age. eSMT males of 6 and 9 months show islets with altered shapes and
fibrosis, as well as sporadic images of apoptosis. At 12 months of age, islets are reduced in number and size,
resembling the histoarchitecture of eSS males during their second year of life; eventually islets undergo disrup-
tion and, at the same time, occasional mitoses and nesidioblastosis are seen. These dynamic modifications may
be expressing a response to hyperglycemia. eSS females preserve their insular structure for a longer time and
have less glycemic alterations. Sexual dimorphism of the diabetic syndrome of eSMT is attenuated when com-
pared with eSS. The construction of a typology of individuals through multivariate analysis separated three clus-
ters, evidencing genetic, age and sex differences.
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En los paises desarrollados, la diabetes tipo 2 ocupa
el tercer lugar como causa de muerte, después de las
afecciones cardiovasculares y el cancer®. En Argentina,
la prevalencia de la diabetes tipo 2 esté en continuo cre-
cimiento y alcanza el 7% de la poblacién adulta®. Para la
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comprensién de su patogénesis, el empleo de modelos
animales ha sido crucial®.

En Rosario, una cepa desarrollada en el Instituto de
Investigaciones Médicas (IIM), dio origen a las lineas que
se crian en la Facultad de Ciencias Médicas y que son
objeto de este trabajo*. La rata eSMT es una linea sinté-
tica obtenida por endocria de la F1 del cruzamiento de
eSSy . B presenta en forma espontanea un sindrome
de obesidad puberal sin hiperfagia, con hipertrigliceri-
demia y normocolesterolemia, que evoluciona mas tar-
diamente a la intolerancia glicida® 7. La rata eSS es un
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modelo de diabetes tipo 2 de moderada gravedad, con
intolerancia glucida temprana y progresiva® ° que, des-
pués de un periodo de hiperinsulinemia moderada, de-
sarrolla hipoinsulinemia creciente; en el segundo afio de
vida va disminuyendo la masa insular con reduccién de
células beta®, a la vez que aumentan la hiperglucemia y
la glucosuria; este sindrome tiene un notable dimorfismo
sexual, ya que es mas precoz y mucho mas intenso en
los machos que en las hembras!t. eSMT tiene sobrepeso
y, respecto de eSS, muestra un comienzo anticipado del
sindrome y una evolucién exacerbada de la hipergluce-
mia de ayuno y la intolerancia a la glucosa®.

En distintos lugares del mundo han sido caracteriza-
dos modelos murinos de diabetes®. Entre ellos, la rata
Toriit3, la rata BHE, la rata Cohen®y la rata Goto-
Kakizaki® 171819 son modelos de diabetes sin obesidad y
con disminucidn de la masa insular pancreatica, en tanto
que la rata SNR/N es diabética, obesa e hipertensa,
mostrando algunas veces hiperplasia de los islotes de
Langerhans?. Es por lo tanto oportuno estudiar la
histopatologia pancreéatica de eSMT y compararla con la
de eSS, analizando sus modificaciones con la edad.

Materiales y métodos

Se estudiaron 139 ratas eSS (71 & y 68 ?), 122 ratas eSMT
(50 y72 ?@)de 3, 6,9, 12, 15, 21, 24 y 26 meses y 8 Wistar
machos de 12 meses. Los machos Wistar eumetabdlicos fue-
ron empleados para analizar si las alteraciones histolégicas
y metabdlicas de las ratas eSS y eSMT, que son evidentes
al afio de edad®Y*°, eran o no exclusivamente fenémenos de
envejecimiento. Por otra parte, se utilizaron solamente Wistar
machos porque tanto en eSS y eSMT como en otros mode-
los murinos, este sexo es el que expresa con mayor intensi-
dad las alteraciones diabéticas'' 1> 1519, Cabe aclarar que
no pudieron estudiarse machos eSS ni eSMT de més de 24
meses porque es excepcional que estos animales alcancen
0 superen esa edad? 8.

Los ejemplares eSS y eSMT pertenecian al Bioterio de la
Catedra de Biologia de la Facultad de Ciencias Médicas
(UNR) y los Wistar, al de la Facultad de Ciencias Bioquimicas
(UNR). Las colonias tienen un estatus microbiolégico no es-
pecificado, y condiciones de cria comparables. Recibieron
agua y alimento balanceado (Cargill®) ad libitum.

Se registro el peso de los animales y se los sacrifico res-
petando las normas éticas que rigen el empleo de animales
de investigacién?.. De inmediato se extrajo el pancreas y se
lo pes6 en una balanza electrénica (Ishida® CB-600). El 6r-
gano fue cortado longitudinalmente abarcando todos los sec-
tores, desde la ampolla de Vater hasta su extremo esplénico;
se lo fij6 en formol neutro al 10% e incluy6 en parafina,
obteniéndose cortes de 5 mm de espesor, que se colorearon
con hematoxilina-eosina (H-E) y hematoxilina-PAS (H-PAS).

Se registro el nimero de islotes de Langerhans por cam-
po microscépico con una magnificacién de 100x. Se consi-
der6 islotes chicos (ICh) a los de diametro inferior a tres
acinos (120 pum), y grandes (IGr) cuando alcanzaban o supe-
raban este valor. Los campos observados abarcaban sola-
mente parénquima pancreatico, sin tejido adiposo ni espacios
vacios. En el 92% de los casos se contaron entre 4 y 10 cam-
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pos. Asimismo, se calcul6 el area insular (Al) mediante la
férmula?:

Al= [n° de islotes chicos + (n° de islotes grandes x 3)]/n° de
campos a 100 aumentos

Se juzg6 conservada la arquitectura del islote si su forma
era redonda u ovalada, de limites netos. Se consideré que
un islote era de forma alterada si presentaba al menos uno
de estos rasgos: contornos policiclicos, contornos estrellados
o disgregacion insular.

Se consigné la presencia de focos de nesidioblastosis,
considerada como la proliferacion de células beta a partir de
células primordiales del epitelio ductal?®, asi como la existen-
cia en el islote de fibrosis, infiltracion linfocitaria y hemoside-
rosis intersticial. Asimismo, se investigd la existencia de
apoptosis, mitosis e insulinomas.

En los machos eSS y eSMT de 3, 6 y 12 meses de edad
y en los testigos Wistar, inmediatamente antes del sacrificio,
se extrajo sangre por puncion de las venas de la cola para
efectuar curvas de tolerancia oral a la glucosa. La glucemia
fue dosada, empleando un kit comercial (Wiener LabR) des-
pués de 18 horas de ayuno (GO0) y tras 30, 60 y 120 minutos
(G30, G60 y G120) de una sobrecarga oral con solucion de
glucosa al 10% administrada por sonda nasogastrica (200 mg/
100 g de peso corporal).

Esos valores fueron analizados segun los criterios diag-
nésticos propuestos por la American Diabetes Association®*:
glucemia de ayuno normal (G0<110 mg/dl); tolerancia a la
glucosa normal (G120<140 mg/dl); glucemia de ayuno alte-
rada (110 mg/dI<G0<126 mg/dl); tolerancia a la glucosa alte-
rada (140 mg/dI<G120<200 mg/dl); diagnéstico provisional de
diabetes (G0=126 mg/dl o G120=200 mg/dl).

Los analisis estadisticos fueron realizados en parte con
el software SPSS%, utilizandose los métodos paramétricos y
no paramétricos que se indican en la presentacion de los
resultados.

Se efectu6 por Gltimo un analisis multivariado procurando
identificar diferencias en la expresion conjunta de variables
de la estructura insular. Fueron analizados caracteres
pancreaticos en todos los animales eSS y eSMT consignan-
do: linea, sexo, peso, edad, cantidad por campo microscopi-
co de ICh y de IGr, Al, presencia de islotes de arquitectura
conservada (R), de contornos policiclicos (P), estrellados (E)
y disgregados (D), fibrosis insular (F), infiltrados linfocitarios
(IL), nesidioblastosis (N) y hemosiderosis (H). Se realiz6 un
andlisis de componentes principales, técnica factorial que se
utiliza para reducir las dimensiones de una matriz de datos
en la busqueda de factores explicativos que den cuenta de
los montos mas importantes de la variacion total?®?” y a con-
tinuacioén se efectuaron agrupamientos de individuos con ras-
gos semejantes, que se describieron a partir de las variables
activas e ilustrativas. El procesamiento estadistico se efec-
tud con el software SPAD?.

El proyecto de investigacion fue examinado y aprobado en
forma previa por la Comisién de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas-UNR.

Resultados

Respecto de la relacion entre el peso y la edad (Tabla 1),
hasta los 9 meses se verificd efecto linea (valores supe-
riores en eSMT) y efecto sexo (pesos mayores en ma-
chos). La diferencia entre sexos continu6 siendo signifi-
cativa a los 15, 21 y 24 meses. Si bien en todos los gru-
pos se comprobd un marcado descenso de peso a los
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24 meses, la disminucion mayor ocurrié en los machos
eSMT. Entre las hembras, las eSMT fueron las de mayor
biomasa.

En la Tabla 2 se consignan los valores de peso y de
glucemia de los machos eSS y eSMT. Se verifico efecto
linea para peso, GOy G30, siendo los valores més altos
en eSMT en todas las edades. A su vez, GO y G30 au-
mentod con la edad en ambas lineas mientras que G60 y
G120 fueron semejantes en ambas lineas.

En la Tabla 3 se observan los resultados obtenidos
en las hembras. Tanto el peso como los valores de
glucemia evidenciaron efecto linea, comprobandose su
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significativo incremento con la edad. Al igual que entre
los machos, los valores fueron siempre mayores en
eSMT.

Los testigos Wistar presentaron glucemias normales,
tanto de ayuno (GO= 93 + 10 mg/dl) como tras sobrecar-
ga con glucosa (G30=143 + 8; G60=136 + 6; G120=111
+ 2 mg/dl).

Al analizar los valores de glucemia de eSSy eSMT se
concluy6 que:

- Los machos eSMT mostraron a los 3 meses valores
alterados de GO y glucemias compatibles con diabetes
desde los 6.

TABLA 1.— Peso (g) de machos y hembras eSS y eSMT de diferentes grupos etareos

Linea Sexo 3 6 9 12 15 21 24 26
meses meses meses meses meses meses meses meses
g 300+43 346+26 392+17 369+72 40751 35740 254+25
eSS (n=6) (n=19) (n=4) (n=14) (n=9) (n=14) (n=5)
Q 137+14 245+43 232+14 33715 32626 33536 282+52 242126
(n=9) (n=7) (n=10) (n=6) (n=6) (n=12) (n=11) (n=7)
eSMT d 266+21 368+55 419461 40747 378+36 431+91  220%61
(n=11) (n=5) (n=12) (n=6) (n=5) (n=8) (n=3)
Q 207+13 284431  308+40  370+42 33035 328+58 302157  343+37
(n=9) (n=11) (n=6) (n=11) (n=6) (n=12) (n=14) (n=3)
Efecto linea 0.015 0.016 0.004 0.051 0.440 0.063 0.878 0.001
Efecto sexo 0.000 0.000 0.000 0.054 0.000 0.001 0.029
Interaccion 0.000 0.481 0.154 0.889 0.313 0.025 0.347
linea sexo

Valores expresados como media * desvio estandar. Prueba estadistica: ANOVA

TABLA 2.— Peso, glucemia basal (GO) y tras 30 (G30), 60 (G60) y 120 minutos (G120) de sobrecarga
glucida en machos eSS y eSMT de diferentes grupos etareos

Linea Edad Peso GO G30 G60 G120
(meses) (9) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dI) (mg/dl)
3 (n=6) 32316 9448 282+50 347+46 198+37
eSS 6 (n=8) 342+24 91413 248+29 325+45 237+44
12 (n=7) 360+34 147+35 33777 426+85 317+84
3 (n=9) 412+25 119+13 353+139 318+44 190+75
eSMT 6 (n=5) 395498 145429 302+21 360+10 240441
12 (n=6) 40857 219+40 362481 392465 324443
Efecto linea - 0.000 0.000 0.029 0.540 0.998
Efecto edad - 0.088 0.000 0.020 0.002 0.000
Interaccion - 0.003 0.064 0.454 0.475 0.135
linea-edad

Valores expresados como media * desvio estandar. Prueba estadistica: ANOVA
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TABLA 3.— Peso, glucemia basal (GO) y tras 30 (G30), 60 (G60) y 120 minutos (G120) de sobrecarga
glucida en hembras eSS y eSMT de diferentes grupos etareos
Linea Edad Peso GO G30 G60 G120
(meses) (9) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
3 (n=6) 166+11 87+28 218+88 261443 124+08
eSS 6 (n=8) 202+08 109+34 234+50 282+34 179+39
12 (n=7) 212424 118+25 273+75 284+67 206+49
3 (n=9) 179+13 116+08 225+29 182425 132420
eSMT 6(n=5) 227421 123+11 254+38 189457 187+28
12 (n=6) 341445 142 +16 277449 250432 223+42
Efecto linea - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Efecto edad - 0.000 0.000 0.042 0.021 0.000
Interaccion - 0.518 0.304 0.621 0.797 0.258
linea-edad
Valores expresados como media + desvio estandar. Prueba estadistica
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Fig. 1.— Numero de islotes chicos por campo microscopico
en ratas eSS y eSMT de ambos sexos de 3 a 24 meses
de edad.

- Los machos eSS de 6 meses presentaron alteracion
de la capacidad de procesar la glucosa y los 12 valores
diagnosticos de diabetes.

- En ambas lineas, la diabetes se expreso en las hem-
bras més tardiamente que en los machos. Las eSS con-
servaron hasta los 12 meses valores de GO normales,
mientras las eSMT alcanzaron a los 6 meses cifras pro-
pias de diabetes.

Las Figuras 1, 2 y 3 ilustran la marcada disminucion de
la cantidad de ICh y IGr asi como del Al en los machos

3 6 9 12 15 18 21 24
Edad (meses)

—- machos eSS —@— hembras eSS
—{1 machos eSMT —©— hembras eSMT

Fig. 2.— Numero de islotes grandes por campo microscopico
en ratas eSS y eSMT de ambos sexos de 3 a 24 meses
de edad.

eSMT de 6 a 15 meses, asi como su estabilizacion en
cifras mas bajas respecto de todos los demas grupos en
edades posteriores. En las hembras eSS, los ICh fueron
mas numerosos que en los otros grupos; los machos eSS
y las hembras eSMT exhibieron valores que oscilaron en
el tiempo y mostraron cierta semejanza entre si (Fig. 1).
En ambas lineas diabéticas, los machos tuvieron en ge-
neral menor ndmero de IGr que las hembras (Fig. 2). El Al
estd muy influida por la cantidad de IGr por lo que ambas
variables mostraron comportamientos similares (Fig. 3).
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Fig. 3.— Area insular en ratas eSS y eSMT de ambos sexos
de 3 a 24 meses de edad.

Los animales Wistar presentaron un nimero de ICh
(media + desvio estandar: 0.69 + 0.35) similar al regis-
trado en eSMT pero menor que el de eSS (p=0.005), sien-
do todos los animales machos de 12 meses. Cabe des-
tacar que en Wistar, tanto la cantidad de IGr (1.62 + 0.58)
como los valores del Al (5.25 + 0.74) fueron significati-
vamente superiores a los constatados en los machos
eSMT (p=0.009) y eSS (p=0.042) de 12 meses, aseme-
jandose a los verificados en los machos eSMT de 3
meses.

A partir del afio, la alteracion de la estructura insular
fue muy notable entre los machos diabéticos, principal-
mente en eSMT. En los machos de 15 meses y mas, los
islotes se hallaban totalmente disgregados y habian sido
reemplazados, en muchos casos, por pequefios cumu-
los de células insulares dispersas entre bandas fibrosas.
En cambio, las hembras eSS conservaron islotes de buen
tamafio, sin mayores modificaciones, hasta los 26 me-
ses. Las hembras eSMT presentaron un cuadro interme-
dio entre hembras y machos eSS.

Algunos machos eSS de 3, 6, 9 y 12 meses mostra-
ron islotes de contornos policiclicos y estrellados. Se
detecto fibrosis y disgregacion insular a partir de los 12
meses. Las hembras eSS presentaron islotes de contor-
nos policiclicos desde los 6 meses y hasta los 26. En
ellas fueron raros los islotes disgregados y la presencia
de fibrosis.

Los machos eSMT mostraron ya desde los tres me-
ses islotes de contornos policiclicos, estrellados y con
tabiques fibrosos (Fig. 4 y Fig. 5). A partir de los 9 apare-
cieron imagenes de disgregacion de la arquitectura insu-
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Fig. 4.— Islote de contorno policiclico con tabiques fibrosos.
Macho eSMT de 6 meses. H-PAS 200x.

Fig. 5.— Islote de contornos estrellados. Macho eSMT de 21
meses de edad. H-E 200x.

Fig. 6.— Disgregacion insular. Dos islotes chicos de formas
alteradas. Macho eSMT de 24 meses. H-E 400x.

lar (Fig. 6) y la fibrosis fue haciéndose mas prominente.
Casi todas las hembras eSMT de 6 meses presentaron
islotes de contornos policiclicos y este rasgo continud
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Fig. 7.— Imagen de apoptosis en una célula insular (flecha).
Macho eSMT de 9 meses. H-E 630x.

Fig. 8.— Mitosis en una célula del borde de un islote (flecha).
Hembra eSMT de 15 meses. H-E 630x.

Fig. 9.— Imagen de nesidioblastosis. Hembra eSMT de 12
meses. H-E 200x.

observandose hasta los 21. Fue detectada dislocacion
insular desde los 9 hasta los 24 meses; al afo, la fibrosis
insular fue notable.
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Cabe destacar que el desmoronamiento insular apa-
recié entre 3 y 9 meses después de haberse observado
islotes de contornos policiclicos, estrellados y con fibrosis.
Este intervalo de tiempo fue mas corto en eSMT que en
eSS, tanto en machos como en hembras.

En algunos islotes de contornos policiclicos de ma-
chos eSS y eSMT, sobre todo en los de 6 y 9 meses de
edad, fueron detectadas imagenes de apoptosis (Fig. 7),
gue constituian entre el 0.85% y el 4% de la poblacion
celular del islote. También se vio cuerpos apoptoticos
en hembras, aunque mas esporadicamente.

Se observé mitosis en células insulares de animales
eSS de 6 al2mesesy eSMT de entre 9y 15 meses. El
animal mas afioso en que se las detect6 fue una hembra
de 15 meses (Fig. 8). La presencia de nesidioblastosis
(Fig. 9) fue frecuente y no varié entre sexos ni entre li-
neas (machos: X?=1.714, p=0.190; hembras: X?=0.042,
p=0.838).

Fueron hallados insulinomas, bien encapsulados, de
entre 780 y 1260 mm de diametro maximo, en dos ma-
chos eSMT de 21 meses Yy el tercero en una hembra eSMT
de 24. Esos animales no fueron incluidos en el célculo
del area insular.

La hemosiderosis fue una lesion relativamente fre-
cuente. No se verificaron variaciones entre lineas ni en
los machos (X?= 0.042, p=0.837) ni en las hembras (X?=
3.055, p=0.081). No hubo diferencia por sexo en la linea
eSMT mientras que en eSS el nimero de machos con
hemosiderosis fue mayor.

La infiltracién linfocitaria insular fue un hallazgo espo-
radico y muy poco frecuente.

En los animales Wistar los islotes fueron redondea-
dos y de contornos netos, sin lesiones agregadas.

Complementariamente al analisis factorial, se definio
una particién en tres clusters que se interpretaron en fun-
cién de las variables originales. Su descripcion es la si-
guiente: la clase 1 incorporé el 35% de los animales,
mayoritariamente eSMT (p=0.006), de menor edad
(6.31£3.6 meses, p=0), conislotes R (p=0.005) o P (p=0),
sin H (p=0.004), con mas altos valores de IGr (1.4+0.6,
p=0) y de Al (5.4£1.9, p=0) y menor biomasa (283+82g,
p=0); la clase 2, con el 22% de los animales, estuvo cons-
tituida fundamentalmente por eSS (p=0), de mayor edad
(17.4 +6.3 meses, p=0), con N (p=0) o H (p=0.005) y
valores mas altos de ICh (2.6+0.8, p=0) y un Al de
4.3+1.6 (p=0); la clase 3 fue la mas numerosa, con el
43% de los animales de ambas lineas, integrada pre-
dominantemente por machos (p=0.001), de 16.6+5
meses de edad (p=0), con menor cantidad de ICh
(0.60.4, p=0), de IGr (0.31£0.2, p=0) y un Al baja de
1.2+0.8 (p=0), con islotes no P (p=0) ni E (p=0.003) y
mayor biomasa (3521669, p=0). Se proyectaron los in-
dividuos en el grafico factorial y en la Fig. 10 se mues-
tran identificados por su ndmero de clase.
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Fig. 10.— Proyeccién de los individuos de las lineas eSS y eSMT segun su clase.
Clase 1: predominio de animales eSMT mas jovenes y con islotes de mayor
tamafio; Clase 2: preponderan los eSS de mayor edad, con islotes de menor
tamafio y evidencias de neogénesis insular; Clase 3: agrupa el 43% de los
individuos de ambas lineas, predominando los machos de méas edad, con is-
lotes escasos y de formas alteradas.

Discusién

La interaccién de rasgos de diabetes, caracteristicos de
eSS, y el sobrepeso aportado por 3, hace comprensible
la mayor gravedad del cuadro metabodlico en eSMT. En
los animales jovenes, la biomasa de eSMT es superior a
la de eSS, pero debido al mayor empeoramiento progre-
sivo del sindrome en eSMT, esta diferencia se va
desdibujando con la edad.

Los machos eSMT de 3 meses presentan GO altera-
day los de 6 y 12 meses pueden considerarse severa-
mente hiperglucémicos®* 2°. Por el contrario, los machos
eSS y las hembras eSMT alcanzan esta caracteristica
mas tardiamente. Se destaca, ademas, que existe un
dimorfismo sexual menos ostensible en eSMT respecto
de la expresion de su sindrome diabético, ya que los
valores registrados en las hembras eSS se mantienen
siempre muy por debajo de los correspondientes a los
machos de esta linea.

Durante el segundo afio, tanto eSS como eSMT exhi-
ben notorios incrementos de la glucemia, descenso de
la insulinemia y reduccion del nimero y tamafio de los
islotes® 9. Alos 9 meses de edad el area insular es mayor
en los machos eSMT respecto de los eSS, para luego
disminuir pronunciadamente. Al afio, los islotes de los
eSMT se hacen méas pequefios y escasos, con fibrosis
mas intensa, remedando las imagenes del pancreas de

los eSS durante el segundo afio de vida. Las hembras
eSS, cuya metabolopatia es de menor intensidad, tienen
islotes mas numerosos y de mayor tamafio.

Un estudio previo habia revelado que en los machos
eSS de 6 meses ya se detectaba distorsion de la arqui-
tectura insular y fibrosis. A los 18 meses la cicatrizacion
era intensa, quedando la poblacion celular reducida a
cordones irregulares de elementos insulino-inmunorreac-
tivos entre bandas de fibrosis mutilante.

Este estudio muestra que los machos eSS de 3 me-
ses presentan algunos islotes de contornos policiclicos,
rasgo bien visible en la mayoria de los de 6. La fibrosis
se va haciendo evidente recién a los 12 meses, en tan-
to que la dislocacién de la arquitectura insular se halla
presente en la mayor parte de los machos de 12 y 15
meses. Tales fendmenos se desarrollan en forma méas
acelerada en los machos eSMT, puesto que a los 3
meses de edad ya revelan fibrosis y desarticulacion in-
sular.

Si bien en eSS el area insular va decreciendo durante
el segundo afio de vida, curiosamente fue mas alta en
los animales de 24 meses. Dado que la mayoria de los
machos eSS muere entre los 17 y 20 meses en estado
de caquexia®, los pocos individuos de dos afios aca es-
tudiados son inesperados sobrevivientes que podrian
representar una evolucion poco habitual del sindrome
diabético de esta linea.
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En la rata diabética Goto-Kakizaki (GK), también se
ha observado presencia de islotes de contornos estrella-
dos (“star-fish islets”) desde los 3 meses, con una fre-
cuencia que aumenta con la edad!® 17:181° En |a diabe-
tes bovina espontanea se ha comprobado reduccion del
numero y tamafio insular junto con el aumento compen-
satorio del tamafio de los pocos islotes remanentes®!.

La paulatina reduccion del area insular en eSSy eSMT
se explicaria por la puesta en marcha del mecanismo de
apoptosis, ya que es posible detectar cuerpos apoptoticos
en islotes de machos, sobre todo en los de 6 y 9 meses
de edad. Se ha sefialado que en los pacientes con dia-
betes tipo 2 la apoptosis disminuye la poblacién de célu-
las beta®**y que la hiperglucemia es una sefial inductora
de apoptosis, causando disminucion de la produccién de
insulina®4. En ratas GK alimentadas con sacarosa al 30%,
se detectan asimismo imagenes apoptéticas en células
beta®, en tanto que en pacientes diabéticos tipo 2, ade-
mas de la gluco y la lipotoxicidad, la agregacion del
polipéptido amiloide del islote (amilina) ha sido sindica-
da como factor desencadenante de apoptosis®: 7.

Este término fue acufiado en 1972 por Kerr y col.
quienes definieron al proceso como “un mecanismo muy
poco conocido de eliminacién controlada de células, el
cual cumple un papel complementario, pero opuesto a la
mitosis, en la regulacion de las poblaciones celulares
animales”®. En contraste con la necrosis, que es un even-
to pasivo, accidental, la apoptosis es un proceso de muer-
te celular programada que culmina con la autodes-
truccién3 40,

Aunque las imagenes de apoptosis fueron detectadas
en eSS y eSMT muy ocasionalmente, su importancia en
la reduccion del tamafio insular no debe ser soslayada, ya
que este fendmeno es de corta duracion*t 42, En este sen-
tido, apenas se ha logrado identificar una frecuencia media
de 0.067% de células beta apoptéticas en las ratas GK
sometidas a una dieta rica en sacarosa®.

En eSSy eSMT se observo nesidioblastosis e image-
nes de mitosis en algunos islotes, asi como 3 casos de
insulinoma en animales afiosos. Mitosis y nesidioblastosis
podrian representar tentativas de reposicion celular. La
coexistencia de nesidioblastosis e insulinomas ha sido
estudiada en una serie de 1085 pacientes japoneses®,
y también se la ha descripto en pacientes insulinorresis-
tentes que no desarrollan diabetes tipo 2 mientras dura
el intento compensador del pancreas*.

Las modificaciones de la histoarquitectura insular en
las ratas eSS y eSMT podrian explicarse por la puesta
en marcha del mecanismo de apoptosis, que redundaria
en la paulatina disminucion del tamafio de los islotes con
alteracion de sus contornos. Esta idea es apoyada por el
hallazgo, si bien esporadico, de imagenes apoptoéticas
en islotes de contornos policiclicos, estrellados y con
fibrosis. En una etapa posterior, los islotes sufren disgre-
gacion, detectandose simultaneamente indicios de rege-
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neracion: mitosis y nesidioblastosis; este ultimo hallazgo
es relativamente frecuente. Parece razonable plantear
que las lesiones alterativas celulares y los intentos
compensatorios que se oponen a ellas van establecien-
do, a lo largo del tiempo, una notable modificacion del
area insular en las ratas eSS y eSMT.

El hallazgo en los machos Wistar eumetabdlicos de
12 meses de islotes redondeados y de bordes netos, sin
lesiones agregadas, permite descartar que las alteracio-
nes histolégicas constatadas en eSS y eSMT sean
atribuibles solo al envejecimiento. Cabe sefialar, asimis-
mo, que en ratas Sprague-Dawley eumetabdlicas se han
descrito las alteraciones pancreaticas vinculadas con la
edad. Los machos de 24 meses presentaron aumento
del area insular promedio respecto de los de 4, hecho
interpretado como un intento de restauracion de la
homeostasis metabdlica. En los de 30 meses dicha area
disminuyd, con polimorfismo y fragmentacion insular por
fibrosis, dando por resultado un aumento del nimero de
islotes pero de menor tamafio*. En las ratas eSSy eSMT,
si bien existen modificaciones similares, éstas aparecen
mucho mas precozmente y la caida progresiva del area
insular es llamativa ya desde los 12 meses.

Cabe sefialar que en el Hamster chino los islotes de los
animales adultos disminuyen progresivamente en nimero
y tamafio, mostrando ocasionalmente infiltrados de linfocitos;
de ahi que para este modelo fuera postulada una patogenia
autoinmune?®- 47, El ratdn diabético no obeso NOD también
exhibe insulitis*®. Por contraste, en las ratas eSSy eSMT la
infiltracion linfocitaria insular fue excepcional.

La hemosiderosis del intersticio, un hallazgo bastan-
te frecuente en machos y hembras de las lineas diabéti-
cas, podria estar asociada a hemorragias focales pre-
vias. Este rasgo ha sido reportado en ratas machos dia-
béticas WBN a partir de los tres meses de edad*.

Finalmente, la aplicacion del anélisis multidimensional
permitié construir una tipologia de los individuos eSS y
eSMT a partir de modificaciones del islote de Langerhans,
el sexo, la edad y la linea, que definié una particién en
tres clases. Un agrupamiento correspondié principalmen-
te a animales eSMT jévenes de ambos sexos, con islo-
tes de mayor tamafio indicativos de las etapas iniciales
del sindrome en esta linea. Otro grupo incluyé hembras
y machos eSS mas afiosos quienes, aun en una fase
tardia de la metabolopatia, mostraron signos de neogé-
nesis insular. El agrupamiento de la clase 3 desdibujé el
efecto linea y vincul6 una marcada pérdida de area insu-
lar con el sexo masculino y la edad avanzada. De este
modo, mediante técnicas multidimensionales pudieron
detectarse diferencias fenotipicas en las ratas eSS y
eSMT que incluyen a la histoarquitectura insular.

En conclusion, la configuracion espacial de los indivi-
duos evidenci6 diferencias multidimensionales que inclu-
yen a la histoarquitectura insular, y que estan determina-
das por diferencias genéticas, de edad y de sexo.
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Algunos de mis criticos han dicho: "iEs un buen observador, pero no tiene ninguna capacidad para
razonar!" No creo que esto pueda ser verdad, ya que El origen de las especies es una larga demostra-
cién, de principio a fin, y convencié a no pocos hombres de talento. Nadie que careciera en absoluto de
capacidad de argumentacion podria haberlo escrito. Tengo una mediana dosis de inventiva y de sen-
tido comun o discernimiento, igual que el que deben tener los abogados o médicos que triunfan; pero

creo que no en mayor grado.

En cuanto al lado favorable de la balanza, creo que estoy por encima del comin de las gentes en lo
gue se refiere a la percepcidon de cosas que escapan facilmente a nuestra atencion, y a su atenta
observacion. Mi laboriosidad ha sido la maxima posible en la observacién y recogida de datos. Y lo que
es mucho mas importante, mi pasion por la ciencia natural ha sido constante y ardiente. [...]

Mis costumbres son metddicas, y ello ha sido de no poca utilidad para mi particular linea de trabajo.
Por dltimo, he disfrutado de bastantes ratos de ocio por no tener que ganarme el pan. También mi mala
salud, aungue ha aniquilado varios afios de mi vida, me ha librado de las distracciones de la sociedad

y de la diversion.

Por lo tanto, mi éxito como hombre de ciencia, cualquiera que sea la altura que haya alcanzado, ha
sido determinado, en la medida que puedo juzgar, por complejas y diversas cualidades y condiciones
mentales. De ellas, las mas importantes han sido: —la pasion por la ciencia, —paciencia ilimitada para
reflexionar largamente sobre cualquier tema, —laboriosidad en la observacion y recoleccion de datos,
-y una mediana dosis de inventiva asi como de sentido comun. Con unas facultades tan ordinarias
como las que poseo, es verdaderamente sorprendente que haya influenciado en grado considerable
las creencias de los cientificos respecto a algunos puntos importantes.

Charles Darwin (1804-1882)

Autobiografia. Traduccién del inglés de Aaron Cohen, revisada por Maria Teresa de la Torre,
Madrid: Alianza Editorial, 1993, p 88-89, 92-93.



