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Resumen El objetivo del trabajo fue corroborar los cambios estructurales y determinar

las alteraciones ultraestructurales ocurridas en el pancreas endocrino de rato-
nes con un sindrome inducido de diabetes mellitus insulinodependiente (DMID). Para ello
se utilizaron ratones transgénicos (OVE 27) que sobreexpresan el gen de calmodulina
en las células B del pancreas endocrino; en estos animales, el aumento de calmodulina
disminuye los niveles de calcio citosolico de las células B, produciendo alteraciones
morfologicas y funcionales que desencadenan una DMID de curso severo. Para nuestro
estudio se obtuvieron y procesaron porciones del pancreas (cola) de 4 ratones transgénicos
machos diabéticos de 5 semanas de edad (glucemia: 376 = 2 mg/dl) y de 4 controles no
transgénicos de la misma cepa, sexo y edad (glucemia: 113 = 13 mg/dl). El estudio
inmunohistoquimico con microscopia de luz confirmé que los ratones transgénicos pre-
sentan una disminucién del numero y tamano de los islotes con distorsion de su arquitec-
tura, sin respuesta inflamatoria asociada. Los estudios ultraestructurales demostraron di-
versos grados de dano en las células B, tales como la presencia de interdigitaciones de
membrana y alteraciones de sus organelas y de sus granulos de secrecion. Estos hallaz-
gos coinciden con el deterioro cuantitativo y funcional de las células B y la conservacion
de las poblaciones celulares no-f3 de los islotes. Estos cambios ultraestructurales en las
celulas B del pancreas del modelo experimental estudiado, sumados a las alteraciones
inmunohistoquimicas previamente descriptas, contribuyen a explicar la manifestacion de

la diabetes.
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La patogenia de la diabetes mellitus insulinode-
pendiente (DMID) se ha estudiado utilizando di-
versos modelos animales. Uno de los metodos
mas simples y frecuentes de produccion del sin-
drome diabetico ha sido la administracion de dro-
gas como el aloxano y la estreptozotocina, que
alteran en forma mas o menos selectiva las célu-
las beta (B) insulares.

En 1989, Epstein y col.’ produjeron ratones
transgénicos portadores de un gen que expresa-
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ba exceso de calmodulina y de su ARNm en las
células § del pancreas endocrino. La calmodulina
es un mediador intracelular del calcio para la re-
gulacién de diversas funciones, tales como la re-
gulacion de la secrecién de insulina. La produc-
cion excesiva de calmodulina en las células 3 pro-
dujo una alteracion en la funcién y viabilidad de
estas ceélulas, con la subsiguiente aparicion de
una severa DMID'2,

En un trabajo previo® describimos los cambios
producidos en las poblaciones celulares del
pancreas endocrino de estos ratones transgénicos
diabéticos, utilizando la inmunohistoquimica cuan-
titativa con microscopia de luz. En el presente
estudio, el objetivo fue confirmar las lesiones in-
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sulares propias de estos animales y analizar, por
primera vez, la ultraestructura de su pancreas
endocrino, especialmente referida a las células J.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratones transgenicos diabéticos obte-
nidos mediante el procedimiento descripto originalmen-
te por Epstein y col.'. En el experimento se emplearon
4 ratones machos OVE 27 de 5 semanas de edad, con
diabetes comprobada mediante dosaje de glucosa en
sangre (Hemoglucotest 20-800, Boehringer Mannheim):
376 + 2 mg/dl. Como control se utilizaron 4 animales
no transgénicos de la misma cepa, sexo y edad cuyas
glucemias fueron: 113 + 13 mg/dl. Los ratones se sacrifi-
caron por luxacion cervical y se extrajo la cola del
pancreas, que se proces0 mediante tecnicas de
microscopias de luz y electraonica. Para las primeras, el
material se fij6 en liquido de Bouin y se incluyd en para-
fina. Los cortes seriados obtenidos (5 pm) se procesaron
segun la técnica de la peroxidasa* para la deteccion
inmunohistoquimica de insulina, glucagon, somatostatina
y polipéptido pancreatico (celulas B, «, 6 y PP, respec-
tivamente). Para ello, se empleo suero policlonal de
cobayo anti-insulina producido en nuestro laboratorio,
asi como suero policlonal de conejo anti-glucagon (Dr.
Lise Heding, Novo Nordisk), anti-somatostatina (Dr.
Suad Efendic, Karolinska Institute) y anti-polipéptido
pancreatico (Dr. Ronald Chance, Eli Lily). El control de
la especificidad de los antisueros se obtuvo preabsor-
biendo cada uno de ellos con exceso de su respectivo
antigeno®. Como coloracion nuclear se utilizé la hema-
toxilina.

Para microscopia electronica, el material se fijo en
glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato, se postfijé en
tetroxido de osmio al 1% y se incluyo en araldita. Pre-
via observacion de cortes finos coloreados con azul de
toluidina para la deteccion de islotes, se efectuaron
cortes ultrafinos que se tineron con uranio-plomo y se
estudiaron mediante un microscopio electronico JEM
1200 EX del Servicio de Microscopia Electréonica de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP).

Resultados

En los preparados de inmunohistoquimica, los
islotes provenientes de los animales control mos-
traron un aspecto general normal y la caracteris-
tica distribucion central de las células 3 y
periférica de las no-. En cambio, en el pancreas
endocrino de todos los ratones diabéticos se con-
firmaron los hallazgos descriptos previamente en
ratones bajo las mismas condiciones experimen-
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tales: disminucion significativa del nimero y tama-
no de los islotes; un 20% de esos islotes presen-
taron distorsién en su arquitectura, mostrando
células B menos numerosas y sin su caracteristi-
ca disposicion central compacta. (Fig. 1 A); en
muchos islotes las células no-f§ exhibieron una
distribucién irregular (Fig. 1 B), en contraste con
la casi constante ubicacién periférica que se apre-
cia normalmente.

Con respecto a los estudios ultraestructurales,
la deteccion de islotes en los animales transgé-

— & -

1.— islotes

Inmunohistoquimica aplicada a
pancreaticos de un animal diabético. A: suero anti-
insulina; B: suero anti-glucagon. X 40

Fig.

667



MEDICINA

nicos resulté dificultosa debido a la reduccion ya
descripta de su numero y tamano. Nuestras obser-
vaciones se centraron especialmente en las ceé-
lulas B, que fueron las Unicas afectadas en estos
animales en una proporcion variable. Las mismas
mostraron una densidad electrénica heterogenea,
con zonas mas densas que correspondian en par-
te al reticulo endoplasmico rugoso (Fig. 2 A). En
algunos campos se visualizaron espacios interce-
lulares con gran cantidad de interdigitaciones de
limites muy bien demarcados (Fig. 2 B) que no se
observaron en los animales control.
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Fig. 2.— Microscopia electrénica de células B de anima-
les diabéticos. A: X 6.500; B: X 14.000.
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Los granos de secrecion de las células B ex-
hibieron su aspecto caracteristico (Fig. 3 A), pre-
sentando un amplio halo claro rodeado por su
membrana envolvente, con el grano propiamen-
te dicho en posicion central o algo excéntrico. En
numerosas células [} se encontré una elevada
proporcion de granos de mediana o baja densi-
dad electronica.

Las mitocondrias presentaron frecuentemente
alteraciones de intensidad variable. Las mas afec-
tadas mostraron borramiento parcial de la mem-
brana externa y de las crestas, asi como figuras
mielinicas en contacto o dentro de mitocondrias
distorsionadas (Fig. 3 B). En algunas zonas (Fig.
3 C) aparecieron membranas lisas multiples y
paralelas, agrupadas en franjas que separaban
areas del citoplasma en las cuales se observo
reticulo endoplasmico rugoso en forma de
vacuolas claras con escasos ribosomas.

En algunos campos se comprobd la presencia
de posibles cuerpos apoptésicos (Fig. 3 D) con-
teniendo granos de secrecion, reticulo endoplas-
mico rugoso y otras organelas con estructura con-
servada, a veces rodeados por restos celulares
muy alterados.

Las células no-B de los animales diabéticos
(células o en Fig. 2 A) no mostraron cambios con
respecto a los controles.

Discusion

El sindrome diabético experimental estudiado
en el presente trabajo representa un modelo
promisorio y relativamente nuevo para el conoci-
miento de diferentes aspectos morfolégicos y fun-
cionales de la DMID.

Desde el punto de vista de la microscopia de
luz del pancreas endocrino, nuestras observacio-
nes confirman los hallazgos preliminares de
Epstein y col.!, ampliados luego con datos
morfomeétricos por nuestro grupo de trabajo® y que

. explican la manifestacion del sindrome diabético

en estos animales.

Los cambios ultraestructurales observados re-
presentan la primera descripcion de alteraciones
de las células B en el pancreas de ratones trans-
génicos diabéticos. La presencia de un gran nu-
mero de granos de secrecion palidos se ha ob-
servado en otros sindromes diabéticos experi-
mentales severos® 7%, su presencia se considera
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consecutiva a una disminucién del tiempo de al-
macenamiento, que conduce a la liberacion de
material secretorio inmaduro ante la demanda
exagerada de insulina® @,

La mayor frecuencia de lisosomas® 7 ?, a veces
como figuras mielinicas® semejantes a los
descriptos en nuestro modelo, también se ha ob-
servado en las células § de animales diabéticos.
También se han descripto alteraciones en el nu-
mero, tamano y aspecto de las mitocondrias de
las células 3, similares a las observadas en nues-
tro modelo® % No tenemos explicacion clara con
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respecto a la presencia de los grupos de mem-
branas paralelas y de las interdigitaciones.

En definitiva, nuestros resultados demuestran
cambios ultraestructurales a nivel de las células
B del pancreas de los ratones transgénicos dia-
béticos. Estas alteraciones, que solamente afec-
taron al mencionado tipo celular, sumadas a las
caracteristicas previamente descriptas mediante
estudios de inmunohistoquimica con microscopia
de luz, explican la manifestacion del sindrome dia-
bético en ratones transgenicos que sobreexpresan
el gen de calmodulina.

Fig. 3.— Microscopia electrénica de celulas B de animales diabeticos. A: X 18.000; B: X 19.000; C: X 20.500;

D: X 19.000.
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Summary

Structure and ultrastructure of the endocrine
pancreas in diabetic transgenic mice

The aim of the present study was to confirm the
structural changes and to establish the ultras-
tructural alterations that occur in the endocrine
pancreas of mice with an induced insulin-depend-
ent diabetes mellitus (IDDM) syndrome. For that
purpose, we used transgenic mice (OVE 27) that
overexpress a calmodulin gene in the B cells of
the endocrine pancreas. In these animals, the ex-
cess of calmodulin decreases the cytosolic cal-
cium levels in B cells, leading to morphological
and functional alterations that produce a severe
IDDM. Sections of pancreas (tail) from 4 male 5-
week-old diabetic mice (glycemia: 376 + 2 mg/dl)
and from 4 normal age-matched males (glycemia:
113 = 13 mg/dl) were processed. Light micro-
scopic immunohistochemical observations con-
firmed a decrease in the number and size of pan-
creatic islets in transgenic mice, together with a
disruption in their architecture, without an asso-
ciated inflammatory response. The ultrastructural
studies revealed diverse degrees of injury in the
B cells, such as the presence of membrane
interdigitations and alterations in their organelles
and secretory granules. These findings are in
agreement with the quantitative and functional
impairment of B cells, coexisting with a normal ap-
pearance of non-p cell populations within the pan-
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creatic islets. Our results demonstrate the exist-
ence of ultrastructural changes in the pancreatic
3 cells of the experimental model studied. Such
changes, together with the immunohistochemical
alterations previously described, contribute to ex-
plain the appearance of a diabetic syndrome in
these animals.
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