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ARTICULO ORIGINAL

Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de pancreas
en perros diabéticos inducidos con aloxano®

Histopathologic and immunohistochemical study of pancreas
in alloxan-induced diabetic dogs

V Cubilles®, C Lépez, A Alberdi

Instituto de Patologia Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate pancreatic microscopic lesions with the presence or absence of insulin in Langerhans islets at different times
post-induction (p.i.) in alloxan-induced diabetic type I dogs. A group of 20 mixed breed, male adult dogs were used, subdivided in 2 groups: Control
(n =5) and Experimental (n = 15). The Experimental Group was subdivided into groups of 3 animals each which were alloxan-induced intravenously
(75 mg/kg). Dogs were sacrificed at different times p.i. (2 hours, 24 hours, 7 days, 14 days, 21 days). Pancreatic samples were taken for histopathologic
and immunohistochemical study against insulin and Ki-67. The Control Group considered 5 healthy dogs, one for each Experimental Group. Plasmatic
evaluation of glucose and fructosamine were measured to confirm diabetes. The diabetic status of the Experimental Group was confirmed by the
presence of sustained hyperglycaemia and high concentrations of fructosamine after 7 days p.i. Histopathologic results showed a significant decrease
(P < 0.05) in the number Langerhans of islets through time, necrotic and vacuolar cellular changes after 2 hours post-induction and fibrosis in the groups
with more time p.i. At 7, 14 and 21 days p.i. it was possible to observe proliferation of ductular cells. Inmunohistochemistry showed a decrease in
immunomarked cells against insulin in groups with more time after induction, and evidence of ductular proliferation. The results allowed establishing a
direct relationship between histopathologic lesions in endocrine pancreas and immunohistochemistry against insulin and also showed the proliferation

of pancreatic ducts.
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INTRODUCCION

El avance cientifico en relacioén con el conocimiento
de la Diabetes mellitus (DM) en medicina humana y
veterinaria ha sido posible mediante el uso de modelos
animales, como roedores y caninos (Rees y Alcolado 2005),
siendo el Aloxano® la droga mds utilizada para inducir DM
Tipo I experimental. La DM Tipo I, también denominada
Diabetes mellitus Dependiente de Insulina (IDDM), se
caracteriza por la destruccién de las células B de los is-
lotes de Langerhans, conduciendo a una insuficiencia de
caracter progresivo y total de insulina. Clinicamente, los
animales afectados evidencian hipoinsulinemia e hipergli-
cemia persistentes y requieren la instauracién de terapia
insulinica (Boitard y Avner 1991, Hoenig 1995). La DM
Tipo I inducida mediante administracién de Aloxano® es
muy similar a la presentacion natural de la enfermedad
(Watanabe y col 2004).

El Aloxano® es un compuesto quimico, estructural-
mente similar a la urea (Mendez y Ramos 1994, Tyberg y
col 2001) y posee accién necrosante especifica y selectiva
sobre las células B de los islotes de Langerhans. En rela-
cién con la accién de este compuesto a nivel pancreatico,
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se postulan dos teorias, una describe la interaccion de los
metabolitos del Aloxano® con el zinc pancredtico, respon-
sables de la destruccién de las células beta, mientras que
otras observaciones sustentan la teorfa de la formacién
de radicales de oxigeno que desempefian una funcién
significativa en la accién diabetogénica de esta sustancia
(Fleitas y col 2000).

La DM tipo I constituye la forma mds frecuente de
presentacion en perros, afectando entre el 50 y 70% de
los pacientes diabéticos (Hoenig 1995).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar
a través del tiempo el dafio histolégico del pancreas en-
docrino y su relacién con la presencia de insulina en las
células B (mediante inmunohistoquimica) en perros con
DM Tipo I inducida con Aloxano® en comparacién con
pancreas de perros clinicamente sanos.

MATERIAL' Y METODOS

El material de la presente investigacion estuvo cons-
tituido por muestras de pancreas de 20 caninos machos
enteros, mestizos, de 4 a 7 afios de edad, con peso corporal
entre 12 a 17 kg y condicién corporal de 3, de acuerdo
a la escala de Hill’s Pet Nutrition. Los perros utilizados
fueron obtenidos del Proyecto DID S-2000-58 (Universidad
Austral de Chile): “Poblacién canina sometida a un pro-
grama de eutanasia: caracterizacién demogréfica, motivos
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de eutanasia, hallazgos anatomopatoldgicos y parasitold-
gicos e impacto en Salud Publica”, cumpliendo con los
requisitos estipulados por el Comité “Uso de Animales en
Investigacion” de la Universidad Austral de Chile.

Los perros fueron divididos en 2 grupos: control
(n=5) y experimental (n = 15). El grupo experimental
fue subdividido en 5 subgrupos de 3 animales cada uno,
induciéndose DM mediante la administracién e.v. de
Aloxano® (Alloxan A 7413; 5,6 dioxiuracil monohidra-
tado; Sigma) en dosis tnica de 75 mg/kg. Los subgrupos
experimentales se sacrificaron con Tiopental Sédico®
(Lab. Chile) y solucién sobresaturada de sulfato de mag-
nesio, via endovenosa, alas2h,24hy7d,14dy21d
posinduccién (p.i.), tomdndose muestras de pancreas de
la regi6n de la cola, lugar anatémico donde se encuentra
la mayor cantidad de islotes de Langerhans en el perro
(Redecker y col 1992). Las muestras se fijaron por 24
horas en formalina tamponada al 10%. Para cada subgrupo
experimental se consider6 un perro control.

DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES PLASMATICAS
DE GLUCOSA'Y FRUCTOSAMINA

A fin de confirmar la instauracion del estado diabético se
procedio a realizar un muestreo seriado (basal, 2 horas, 24
horas, 7 dias, 14 dias y 21 dias p.i.), colectindose 5 ml de
sangre de la totalidad de perros a partir de la vena cefdlica.
3 ml fueron colectados en tubos con heparina para la deter-
minacién de fructosamina en plasma, y los 2 ml restantes
en tubos con NaF para determinar las concentraciones de
glucosa plasmética, segin los métodos Test de Reduccién
con Azul Nitrotetrazolio (NBT) (MPR3 Fructosamina
1054686. Lab. Boehringer Mannheim) y GOD/PAD (Cat.
N°. GL 2623. Lab. Randox), respectivamente.

ESTUDIO MICROSCOPICO

Para el estudio microscépico del pancreas las muestras
fueron laminadas y fijadas en formalina tamponada al
10% durante 24 horas. Los procesos de deshidratacién,
aclaracién e impregnacion de las muestras se realizaron
en autotécnico (Shandon Elliot), para luego ser incluidas
en parafina a 60 °C. Posteriormente se cortaron a 4 micras
con micrétomo de rotacién (R. Jung. Ag. Hindenberg), y se
tifleron con hematoxilina-eosina (H/E). El estudio consistio
en la determinacién de los tipos de lesiones presentes en
el pancreas endocrino y en la cuantificacién del nimero
de islotes de Langerhans y conductos pancreaticos, para lo
cual de cada corte histologico de pancreas teflido con H/E se
eligieron 10 campos al azar, utilizando un aumento 10X.

INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) Y ESTUDIO MORFOMETRICO
El estudio de THQ consistié en la determinacion de
insulina en las células beta pancredticas y en la determi-

nacioén de proliferacion celular a nivel de los conductos
pancredticos. Se realizaron cortes seriados de pdncreas
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a 4 micras de espesor, los que fueron montados en por-
taobjetos positivados Super Frost Plus (Thermo Electron
Corporation - Cat N° 6776214).

La determinacién de insulina en las células [3 se realizé
mediante la técnica de Streptavidina-Peroxidasa utilizan-
dose: Ac. Primario policlonal antiinsulina (IgG cobayo)
(Zymed®, Cat N° 18-0067) en dilucién 1:800 por 12 horas
a4 °C, Ac. secundario biotinilado (Anti IgG cobayo-cabra)
(Vector®, Cat N° BA 7000) en dilucién 1:500, a 21 °C por
una hora, Complejo Streptavidina-Peroxidasa (Dako® Cat
N°P-0397) en dilucién 1:500 a 21 °C por una hora. Para
la determinacién de proliferacion celular a nivel de los
conductos pancredticos se utilizaron Ki-67 (Ac. predilui-
do, clon MIB-1, immunotech, SA, Marseille), anticuerpo
monoclonal que identifica un antigeno nuclear que se
encuentra en células en las fases proliferativas del ciclo
celular (G1, S, G2 y M), y el kit de deteccién Ultravision
(LabVision Cat. N° TP-015-HD). Como control negativo,
en ambos casos, se omitio el anticuerpo primario. Para el
revelado (insulina y Ki-67) se utiliz6 DAB (Zymed®, Cat
N° 00-2014) por un minuto y la contratincién se realizé
con hematoxilina de Mayer por 30 segundos.

Para el estudio morfométrico se utilizaron cortes histold-
gicos de pancreas inmunomarcados contra insulina de cada
animal (Grupos Control y Experimentales). Las imdgenes
se capturaron a partir de un microscopio Olympus Modelo
CX31RBSFA, utilizando para ello una cdmara digital Nikon
Coolpix 995. Posteriormente se recurrié a un programa
informadtico de andlisis de imdgenes (ImageProPlus® v.
4.1, Media Cibernetics). En cada uno de los grupos en
estudio se determind el drea total de tejido endocrino
(islotes de Langerhans) (mm?). La determinacién del drea
total de tejido pancredtico por grupo correspondié a la
sumatoria del drea total del tejido presente en 5 campos
histolégicos de 10X, los cuales fueron seleccionados al
azar, a fin de obtener una distribucién representativa de
los islotes de Langerhans. El area total de tejido endocrino
correspondio a la sumatoria de las mediciones individuales
del drea perimetral de cada uno de los islotes presentes en
los 5 campos determinados con anterioridad. El drea total
de tejido pancredtico analizada en el presente estudio se
establecié mediante la medicion del drea total existente en
un campo a un aumento de 10X (546,036 mm?). Dado que
se analizé un total de 5 campos por muestra (por animal),
el area total analizada fue la sumatoria de los 5 campos
(2.730,182 mm?).

ANALISIS ESTADISTICO

La normalidad de la distribucién de los datos se
estableci6 mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Tanto
para el recuento de los islotes de Langerhans, conductos
pancredticos, como para las concentraciones plasmaticas
de glucosa y fructosamina se calcularon los promedios y
error estandar para cada grupo en estudio. La significancia
de las diferencias en el recuento de islotes de Langerhans
y conductos pancredticos entre los distintos grupos se



evalu6é mediante ANDEVA. Para la comparacion de las
concentraciones plasmaticas de glucosa y fructosamina
en los distintos grupos en estudio se efectud la prueba de
ANDEVA de muestras repetidas. En aquellos casos en
que se observaron diferencias significativas se recurrié a
la prueba de comparaciéon multiple de Tukey Krammer,
empleando un nivel de significacién de 5%. Los resultados
se procesaron en el Programa Stat Graphic Plus v. 2.0,
complementado con una planilla Excel 2000. Los resultados
fueron expresados como Promedios + EE.

RESULTADOS

En relacién con la glucosa y fructosamina plasmati-
cas, a partir del séptimo dia p.i se observé un marcado
incremento de las concentraciones, por encima del rango
establecido para la especie, las cuales se mantuvieron a
través del tiempo. Estos resultados permitieron confirmar
la instauracién del estado diabético en los perros en estu-
dio. El anlisis estadistico reveld diferencias significativas
(P < 0,05) entre los valores basales y los obtenidos a los
7,14 y 21 dias p.i. (figuras 1 y 2).
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Figura 1. Valores promedio de glucosa plasmatica + EE en perros
inducidos con Aloxano®, de acuerdo al tiempo posinduccién.
*P < (,05.

Mean values of plasmatic glucose + SE in alloxan-induced
diabetic dogs, according to the time post-induction. *P < 0.05.
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Figura 2. Valores promedio de fructosamina plasmadtica + EE
en perros inducidos con Aloxano®, de acuerdo al tiempo posin-
duccion. *P < 0,05.

Mean values of plasmatic fructosamine + SE in alloxan-in-
duced diabetic dogs, according to the time post-induction. *P < 0.05.
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ESTUDIO MICROSCOPICO E INMUNOHISTOQUIMICO DE
PANCREAS

En relacién con el estudio microscépico, el andlisis
histolégico de las muestras con H/E permitié establecer
diferencias en el tiempo. En el Grupo Control, la obser-
vacién microscépica por campo 10X permitié establecer
un promedio de 8 islotes de Langerhans; en cambio, en
los pancreas de los Grupos Experimentales se aprecié una
disminucidén gradual, siendo ésta mds severa en aquellos
Grupos con mayor tiempo p.i. El andlisis estadistico
mostré diferencias significativas (P < 0,05) entre el Grupo
Control y los correspondientes alas 24 h,7d, 14dy21d
p-i. (figura 3).

En relacién con los aspectos lesionales, las células de
los islotes de Langerhans evidenciaron picnosis a partir de
las 2 horas p.i. (figura 4). A los 7 d se aprecié una menor
intensidad en esta condicidn, siendo escasa alos 14 d y
estando ausente alos 21 d. Ademads, se aprecid una estrecha
relacién entre picnosis y vacuolizacién de las células de
los islotes. Finalmente, en los islotes de los Grupos de 14
y 21 d p.i. se observo fibrosis, la cual se hizo mas evidente
en el Grupo con mayor tiempo p.i. (21 d). En los dcinos
pancreaticos la lesion mds significativa la constituyé la
proliferacién de conductos intra e interlobulares (figura 5),
la cual fue evidente en los animales con mayor tiempo p.i.
(7, 14 y 21 dias p.i. respectivamente) (cuadro 1).
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Figura 3. Nimero promedio de islotes de Langerhans * EE en
perros Controles e inducidos con Aloxano®. *P < 0,05.

Mean number of Langerhans islets + SE in control group
and alloxan-induced diabetic dogs. *P < 0.05.

En relacién con la deteccién de insulina, el estudio
inmunohistoquimico permitié observar marcadas dife-
rencias de inmunomarcacién entre el Grupo Control y los
Experimentales. Es asi como en los perros del Grupo Control
la totalidad de los pancreas presentaron inmunomarcacion
positiva intensa de las células {3 en el interior de los islotes
de Langerhans (figura 6), la cual también se observé en los
Grupos de 2 y 24 horas p.i. Sin embargo, en los pancreas
de los Grupos de 7, 14 y 21 dias p.i. la inmunomarcacién
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Figura 4. Nicleos picnéticos en islote de Langerhans (T) 24
horas p.i. con Aloxano®. H/E 400 X.

Picnotic nuclei in a Langerhans islet (T) 24 hours after
alloxan induction. H/E 400 X.

Figura 7. Células  inmunomarcadas en islote de Langerhans
(T de perro diabético (7 dias p.i.). Streptavidina-Peroxidasa.
400 X.

Immunomarked B cells in a Langerhans islet of a diabetic
dog (7 days post-induction). Streptavidine-Peroxidase. 400 X.

Figura 5. Proliferacion de conductos en pancreas de perro. 21
dfas p.i. con Aloxano® (T). H/E 400 X.

Duct proliferation in pancreas dog. 21 days after alloxan-
induction (T). H/E 400 X.

DN o wpwati . ek L
Figura 6. Células [ inmunomarcadas en islote de Langerhans
(T) (grupo control). Streptavidina-Peroxidasa. 400 X.

Immunomarked  cells in a Langerhans islet (control group).
Streptavidine-Peroxidase. 400 X.
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Figura 8. Célula  inmunomarcada en islote de Langerhans
(M de perro diabético (21 dias p.i.). Streptavidina-Peroxidasa.
400 X.

Immunomarked B cell in a Langerhans islet of a diabetic
dog (21 days post-induction). Streptavidine-Peroxidase. 400 X.

se redujo sustantivamente, observandose una disminucion
en su intensidad como en el nimero de c€lulas inmuno-
marcadas dentro de cada islote (figuras 7 y 8).

El estudio inmunohistoquimico contra Ki-67 permiti6
establecer actividad proliferativa a nivel de los conductos
pancredticos alos 7, 14 y 21 dias p.i., evidencidndose a nivel
de las células epiteliales ductales intensa inmunomarcacion
nuclear en comparacién con el Grupo Control.

ESTUDIO MORFOMETRICO

Los resultados en relacién con el drea total de tejido
endocrino (mm?) en pédncreas mostraron diferencias
significativas (P < 0,05) a los 7, 14 y 21 dfas p.i., apre-
cidndose una disminucién de tejido endocrino en el tiempo
(cuadro 2).



Cuadro 1. Trastornos histoldgicos en pancreas endocrino de
perros controles e inducidos con Aloxano®

Histologic lesions in endocrine pancreas of control and
alloxan-induced diabetic dogs.

Trastornos pancredticos*

Grupos Islotes de Langerhans A.cinos. i
Picnosis  Vacuolizacién  Fibrosis © é%g%&gggn
1 _ _ _ _
2 - _ - -
Control 3 - - - -
4 - _ - -
5 - _ - -
1 +++ + - -
2h 2 +++ ++ - -
3 +++ ++ - -
1 +++ ++ - -
24 h 2 +++ - - -
3 +++ ++ - -
1 ++ - - ++
7d 2 + + - ++
3 ++ + - +
1 + - + ++
14d 2 + - + -
3 - - + ++
1 - - ++ ++
21d 2 - - ++ ++
3 - - ++ ++

* (-) ausencia, (+) leve, (++) moderada, (+++) intensa.

Cuadro 2. Area total de tejido endocrino (mm?) y promedio por
grupo, en perros controles e inducidos con Aloxano® (10X).

Total endocrine area (mm?) and mean by group, in control
and alloxan-induced diabetic dogs (10X).

GRUPOS

Control ~ 2h 24h 7d 14d 21d
n=5 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

39,549 30387 39,118 5174 4002 3948
Areatotal de 38:148 35611 32759 3620 3,790 2971

tejido 43434 42376 24540 3432 3408 4406
endocrino
(mm?) 28,235 - - - - -

36,575 - - - - -
PROMEDIO 37,188 36,125 32,139 4,075* 3,733 * 3,775 *

*P < 0,05

DISCUSION

Uno de los principales hallazgos presentes en eximenes
de laboratorio clinico en perros diabéticos se relaciona
con elevados valores de glicemia (>10 mmol/L) que se
mantienen en forma sostenida a través del tiempo (Hoenig
1995, Gupta y col 2006). Al respecto, en la presente in-
vestigacién la comprobacién de la instauracién del estado

ALOXANO, DIABETES, PERROS

diabético en el Grupo Experimental se realiz6 mediante
la determinacién de hiperglicemia e hiperfructosamine-
mia sostenidas. Es asi como a los 7, 14 y 21 dias p.i. se
constaté marcada hiperglicemia, aprecidndose diferen-
cias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre los
valores basales (0 h) y aquellas mediciones realizadas a
dichos tiempos p.i. (figura 1). Investigaciones realizadas
por Black y col (1980) en perros con diabetes inducida
experimentalmente observaron hiperglicemia sostenida
en el tiempo a partir de las 13 horas p.i. Al respecto, las
diferencias observadas entre la presente investigacioén y
Black y col (1980) pueden deberse al hecho de que en la
induccién de diabetes dichos autores utilizaron una dosis
conjunta de Aloxano® y Estreptozotocina en dosis de
50 mg/kg y 30 mg/kg, respectivamente. De este modo, es
posible que la utilizacién de ambos farmacos en forma
conjunta sea capaz de inducir DM mds precozmente, lo
cual se refleja en el incremento de las concentraciones de
glucosa plasmatica a partir de las 13 horas p.i. Por otra
parte, Zhao y col (1999), en perros con DM inducida
experimentalmente con Aloxano® en dosis de 60 mg/
kg, demostraron hiperglicemia sostenida en el tiempo a
partir de los 3 dias p.i. En el presente estudio los valores
plasmaticos de glucosa aumentaron considerablemente a
partir de los 7 dias p.i., manteniéndose sobre el rango de
referencia para la especie (3.0-5.0 mmol/L); sin embargo,
dado que el disefio experimental no consider mediciones
entre las 24 h y los 7 dias no es posible establecer el mo-
mento exacto en que se presentd el estado de hiperglicemia
sostenida.

Si bien la hiperglicemia es una de las principales
caracteristicas de la DM, cabe sefialar que no es patog-
nomonica de esta condicion. Concentraciones elevadas
de glucosa plasmatica también pueden observarse en
severos episodios de estrés, como igualmente con pos-
terioridad a la ingesta de alimentos (Yamada y col 1993,
Mendez y Ramos 1994). En relacién con las hormonas
del estrés, el cortisol incrementa la gluconeogénesis a
nivel hepatico, mediante el aumento de la actividad de
enzimas responsables de la conversién de aminodcidos en
glucosa. La adrenalina guarda relacién con el proceso de
glucogendlisis hepdtica, es asi como promueve la fosfori-
lacién mediante la activacion de enzimas responsables de
la degradacion de la molécula de glucégeno, liberandose
glucosa al torrente sanguineo. Finalmente, la hormona
del crecimiento disminuye la captacion y utilizacién de
glucosa por las células del organismo, exacerbando la
hiperglicemia (Pierluissi y Campbell 1981). Por otra
parte, el cortisol y la adrenalina actdan a nivel del tejido
muscular promoviendo la glicogendlisis y degradacién
de proteinas para la liberacién de amino4acidos, los cuales
sirven de sustrato para la gluconeogénesis (Kitabchi y
Murphy 1988). En la presente investigacion, la hipergli-
cemia observada es posible que no sélo haya guardado
relacién con la destruccién de las células B, sino que
ademads con el estrés presente en los animales.
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Uno de los métodos que permiten diferenciar entre
estados de hiperglicemia sostenida y pasajera se relaciona
con mediciones seriadas de glicemia; sin embargo, este
procedimiento ademads de ser engorroso demanda tiempo y
muchas veces no es justificable econémicamente. La me-
dicién de proteinas séricas glicosiladas es otra alternativa
para diferenciar la hiperglicemia sostenida de la pasajera.
Al respecto, las pruebas de laboratorio mas utilizadas se
relacionan con la medicién de las concentraciones de
fructosamina y hemoglobina glicosilada. La fructosamina
es una proteina sérica que se forma permanentemente en
el cuerpo producto de una reaccién no enzimatica entre
la glucosa y los grupos amino de las proteinas. Debido a
que esta reaccion es irreversible, su concentracion depende
principalmente de las concentraciones de glucosa plasmatica
y de la vida media de las proteinas. En el perro, la proteina
a la cual se une la glucosa es la albtimina, la cual tiene
una vida media de 1 a 2 semanas. Por esta razén, en gatos
y perros la fructosamina se correlaciona con la glucosa
presente entre 1 a 2 semanas antes del muestreo (Jensen
y col 1992, Kaneko y col 1992, Kawamoto y col 1992).
Otra particularidad de esta proteina es que su concentracion
no se incrementa en cuadros de hiperglicemia de corta
duracién (Reush y col 1993, Link y Rand 1995, Crenshaw
y col 1996). La medicién de fructosamina constituye hoy
en dia una herramienta confiable y de gran utilidad en el
monitoreo de la glicemia de perros diabéticos, asi como
en la respuesta al tratamiento con insulina a través del
tiempo (Loste y Marca 2001).

En la presente investigacion, las concentraciones
plasmaticas de fructosamina evidenciaron un aumento
por encima del rango de referencia establecido para la
especie a partir de los 7 dias p.i. con Aloxano®, mostran-
do diferencias significativas (P < 0,05) entre los valores
basales y aquellos obtenidos a los 7, 14 y 21 dias p.i., lo
cual permite afirmar que las concentraciones plasmaticas
de glucosa observadas en los perros en estudio fueron de
cardcter sostenido.

En cuadros de DM Tipo I, 1a hiperglicemia sostenida
guarda relacién directa con la magnitud del dafio en el
pancreas endocrino, especificamente con la pérdida de
células [ responsables de la produccién de insulina. Los
resultados del estudio histolégico del pancreas evidenciaron
una disminucién del nimero de islotes de Langerhans a
través del tiempo. Es asi como los pancreas de los perros
diabéticos sacrificados a las 24 horas y alos 7, 14 y 21 dias
p-i. presentaron una disminucién estadisticamente signi-
ficativa (P < 0,05) del nimero de islotes, en comparacién
con el Grupo Control, observiandose una reduccién mas
marcada a partir de los 7 dias p.i. Estos resultados estdn
en concordancia con estudios realizados por Rastogi y
col (1990) en perros diabéticos inducidos con Aloxano®,
quienes observaron una significativa disminucién del
nimero y del tamafio de los islotes de Langerhans, con
posterioridad a la administracién de la droga diabetogé-
nica, postulando que “el Aloxano® no sélo es responsable
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de necrosis de las células 3 sino de la destruccién total
de una gran proporcion de islotes”. Al respecto, en el
presente estudio la presencia de cambios necréticos en
las células B de los islotes de Langerhans se observé a
partir de las 2 h p.i. con Aloxano®. Este hallazgo est4 en
total concordancia con los estudios realizados por Black y
col (1981) en caninos con DM inducida experimentalmente
con Aloxano®, quienes observaron idénticos cambios en
las células P a las 2 horas p.i. El Aloxano® se caracteriza
en el pancreas por originar necrosis de las células B de
los islotes de Langerhans mediante la produccién de ra-
dicales libres, lo cual conduce a una deficiencia absoluta
de insulina, originando de esa forma el cuadro de DM
(Elsner y col 2002). Estos hallazgos son concordantes con
las alteraciones pancredticas presentes en cuadros de DM
Tipo I no experimental, donde la reduccién del niimero y
tamaiio de los islotes constituye el hallazgo mas frecuente,
especialmente en cuadros agudos (Taniyama y col 1999).
Modelos experimentales en roedores demostraron que la
apoptosis de las células 3 del pancreas es el fenémeno final
en el desarrollo de la DM Tipo I, estando involucradas en
este proceso multiples moléculas relacionadas con estrés
oxidativo como el 6xido nitrico (NO) y las especies reac-
tivas de oxigeno (ROS) (Rabinovitch y col 1992, Welsh y
col 1994). Existen marcadores tisulares de estrés oxidativo,
dentro de los cuales el mas utilizado a través de técnicas
inmunohistoquimicas en pancreas es el 4-Hidroxi-2-Nonenal
(4-HNE), aldehido generado durante la peroxidacion de
los 4cidos grasos poliinsaturados a nivel de la membrana
celular (Takatori y col 2003).

Estudios realizados por Imamura y col (1988) en perros
con DM inducida mediante pancreatotomia parcial (39-52%
del péncreas) y administracién endovenosa de glucosa
demostraron una significativa disminucién de los islotes
de Langerhans en el remanente pancredtico. En dicho
estudio no se evidencié insulina en los islotes mediante
inmunofluorescencia, concluyendo que la deplecién de
las células B se debi6 a la hiperglicemia. Por otra parte,
Unger y Grundy (1985) demostraron que la hiperglicemia
crénica en cuadros de DM no controlados origina también
deplecion de las células B. En la presente investigacion los
perros inducidos experimentalmente evidenciaron a partir
de los 7 dias p.i. hiperglicemia sostenida hasta el final del
periodo experimental (21 dias p.i.). En virtud de los an-
tecedentes presentados y de los hallazgos microscépicos,
se concluye que la marcada disminucién en el nimero de
islotes a partir del 7° dia p.i. puede relacionarse por una
parte con el efecto téxico que origina la hiperglicemia a
nivel de los islotes pancredticos, como asimismo debido
ala accién directa del Aloxano®, lo cual histolégicamente
se refleja en una disminucién precoz de su niimero.

Black y col (1980), mediante microscopia electrénica
en pancreas de perros con DM inducida con Aloxano®,
encontraron alteraciones en las células B a partir de las
2 horas p.i. con Aloxano®, observando picnosis nuclear,
vacuolizacién de las mitocondrias y dilatacién del reticulo



endopldsmico rugoso como las primeras alteraciones;
sin embargo, a nivel citoplasmadtico, la degranulacién
de los granulos de insulina no es concomitante con la
picnosis. De este modo, es posible concluir que si bien el
Aloxano® es responsable de picnosis de las células 3 en
las primeras 2 horas p.i., la liberacién total de insulina a
partir de los granulos intracitoplasméticos se produce en
estadios posteriores.

Uno de los hallazgos histopatolégicos en los pancreas
de los perros en estudio fue la proliferacion de conductos
pancredticos a partir de los 7 dias p.i. con Aloxano®.
Dicho hallazgo esta en concordancia con diversas obser-
vaciones realizadas en ratas y ratones a los cuales se les
indujo experimentalmente diabetes utilizando diferentes
procedimientos (Naya y col 1997, Page y col 2000, Lei y
col 2001, Lipsett y Finegood 2002). Al respecto, durante el
desarrollo embriolégico del pancreas las células endocrinas
derivan de c€lulas indiferenciadas presentes en el sistema
tubuloductal del pancreas (Martin y Capen 1979, Cotran
1995). Ademds, Teitelman y col (1993) demostraron que
las células precursoras de las células o y B de los islotes
de Langerhans en pancreas de ratones derivan de células
epiteliales.

Los hallazgos de Teitelman y col (1993) permitirian
explicar los hallazgos realizados en la presente investigacion,
en el sentido de que la proliferacién de células ductales
en casos crénicos de DM inducida experimentalmente
mediante la necrosis de células 3 se deberia a mecanismos
compensatorios, en que el organismo como una forma de
subsanar la deficiencia de insulina por la destruccién de
las células P originaria una nueva proliferacién de células
productoras de insulina a partir de células progenitoras
existentes en los epitelios ductales.

Si bien es cierto los estudios de inmunohistoquimica en
la presente investigacién no mostraron inmunomarcacién
contra insulina en las células de los conductos pancredaticos
en que hubo proliferacion, estudios realizados por Bonner-
Weir (2000) en ratas diabéticas demuestran que la tasa de
replicacion de condutos pancredticos es muy elevada y
precoz en relacién con la neoformacién de islotes y dcinos
pancredticos, lo cual indica que la replicacion celular tiene
lugar antes de la diferenciacién. Estos antecedentes permiten
explicar la falta de inmunomarcacion contra insulina en
las células epiteliales de los conductos pancredticos que
proliferaron; en este sentido, estudios de Naya y col (1997)
sefialan que el proceso de morfogénesis de los islotes en
cuadros de deficiencia de insulina constituye una com-
pleja secuencia de cambios celulares y estructurales, los
cuales se relacionan con la diferenciacién, proliferacién
y migracion de las células endocrinas a partir de células
ductales, proceso que finaliza en la formacién de nuevos
islotes de Langerhans, que contienen células endocrinas
diferenciadas. Por otra parte, estudios realizados por Nagoya
y col (2004) en perros, posterior a obstruccién parcial de
los conductos pancreéticos mediante ligadura, demostraron
proliferacién de conductos intralobulares a partir de los
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15 dias. En dicho estudio los autores demostraron que
las células presentes en el sistema ductal dieron origen a
las 8 semanas a nuevos islotes de Langerhans, los cuales
presentaron inmunomarcacién positiva contra insulina,
concluyendo que los islotes pancredticos pueden generarse
a partir de células precursoras presentes en los conductos
pancredticos. En el presente estudio la inmunomarcacién
contra Ki-67 permitié evidenciar actividad proliferativa
en los conductos pancredticos a mayor tiempo p.i.

En la presente investigacion, un aspecto central lo
constituyd la identificacién de la insulina en las células 3
de los islotes de Langerhans, con el propdsito de relacionar
su presencia (o ausencia) con los trastornos histolégicos
observados con la tincién hematoxilina/eosina, para lo
cual se recurrié a inmunohistoquimica contra insulina
porcina. Al respecto, Monroe (2005) sefiala que la insulina
porcina es idéntica a la canina estructuralmente, razén por
la cual la inmunomarcacién de la hormona en las células
B de los islotes es considerada de carécter especifico.
Los resultados de la presente investigacién permitieron
observar importantes diferencias entre el Grupo Control
y los Experimentales en relacion con las caracteristicas de
la inmumotincién. Es asi como a partir de los 7 dias p.i.
se aprecié una importante disminucién en la intensidad
de la inmunomarcacién; de igual forma, en el drea inmu-
nomarcada contra insulina en los islotes.

Los hallazgos inmunohistoquimicos y morfométricos
observados en la presente investigacién son concordantes
con estudios realizados por Rastogi y col (1990) quienes
mediante inmunoperoxidasa observaron una disminucién
estadisticamente significativa en el drea endocrina de pan-
creas de perros con diabetes aloxanica, acompafiada de
una disminucién de la inmunomarcacién en las células 3
producto de necrosis. Por otra parte, Lima y col (2001) en
ratas diabéticas inducidas experimentalmente con Aloxano®
también evidenciaron una significativa disminucién en el
numero de islotes, asi como en el drea inmunomarcada
de los mismos a los 15 dias p.i. Ademds, los resultados
del estudio morfométrico mostraron una disminucion es-
tadisticamente significativa (P < 0,05) del drea endocrina
en los pancreas de los perros sacrificados alos 7, 14 y 21
dias p.i en comparacion con el Grupo Control.

Finalmente, los resultados de la presente investigacion
demuestran la instauracién de DM Tipo I en los Grupos
Experimentales producto de la administracién de Aloxano®
en dosis dnica de 75 mg/kg. Al respecto, clinicamente los
perros evidenciaron poliuria, polidipsia y polifagia, ademds
de pérdida de la condicién corporal. Por otra parte, las
mediciones seriadas de glucosa plasmadtica permitieron
determinar un incremento real en sus concentraciones en
los Grupos con mayor tiempo p.i., lo cual estd refrendado
por el aumento en las concentraciones plasmadticas de
fructosamina, proteina glicosilada que permite diferenciar
la hiperglicemia pasajera de la sostenida. Al respecto, las
concentraciones plasmaticas de glucosa y fructosamina
presentaron un incremento estadisticamente significati-
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vo a partir de los 7 dfas p.i. con Aloxano®, el cual fue de
cardcter sostenido, caracteristica constante en pacientes
diabéticos.

La deplecion de las células B se hizo evidente a partir
de los 7 dias p.i.; al respecto, el estudio histolégico reveld
severos trastornos necréticos en las células de los islotes de
Langerhans, acompafiados de vacuolizacién celular a partir
de las 2 h p.i., ademas de fibrosis en los grupos con mayor
tiempo p.i. Dichos hallazgos estuvieron en directa concor-
dancia con la marcada disminucién en la inmunomarcacién
contra insulina a los 7, 14 y 21 dias p.i. y con los hallazgos
clinicos de hiperglicemia e hiperfructosaminemia en los
mismos periodos.

RESUMEN

El presente estudio se llevé a cabo en perros diabéticos tipo I inducidos

con Aloxano®

, con el propésito de evaluar las lesiones microscépicas presentes
en pancreas y relacionarlas con la presencia o ausencia de insulina en los
islotes de Langerhans a distintos tiempos posinduccién. Se utilizaron 20
caninos mestizos, machos enteros de 4 a 7 afios de edad, los cuales fueron
divididos en 2 grupos: Control (n = 5) y Experimental (n = 15). Este tltimo
fue subdividido en grupos de 3 animales cada uno y sometido a la induccién
de Diabetes mellitus mediante la administracion e.v. de Aloxano® en dosis
tnica de 75 mg/kg. Los animales fueron sacrificados a distintos tiempos
posinduccion (p.i.): 2h, 24hy 7d, 14d, 21d), tomdndose muestras de pancreas
para examen histopatoldgico e inmunohistoquimico para determinar insulina
y Ki-67. Para cada subgrupo experimental se considerd un perro Control.
El estado diabético del Grupo Experimental se comprobé mediante la
evaluacion de glucosa y fructosamina en plasma. La diabetes fue confirmada
por la instauracién de hiperglicemia sostenida e hiperfructosaminemia a
partir de los 7 dias p.i. Los resultados histopatolégicos mostraron una
disminucién significativa (P < 0,05) del nimero de islotes de Langerhans
en el tiempo, acompanada de cambios necréticos y trastornos vacuolares
a nivel de las células a partir de las 2 horas p.i. y la presencia de fibrosis
en los grupos con mayor tiempo p.i. Ademas, a los 7, 14 y 21 dfas p.i. se
observo proliferacion de los conductos inter e intralobulares a nivel del tejido
acinar. Los estudios de inmunohistoquimica y morfométrico mostraron una
disminucién en la intensidad de inmunomarcacién contra insulina, en los
grupos con mayor tiempo p.i., asi como en el drea inmunomarcada contra
insulina. Ki-67 permitié dejar en evidencia actividad de proliferacion
ductal alos 7, 14 y 21 dias p.i. Los resultados permitieron establecer una
relacion directa entre las lesiones histopatoldgicas en el pancreas endocrino
con la inmunomarcacion contra insulina y demostrar la proliferacién de
conductos pancredticos.
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