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RESUMEN

El refinamiento de las técnicas quirtrgicas, aunado a la disponibilidad de nuevos medicamen-
tos inmunosupresores, tales como la Ciclosporina A (CyA) y mejores soluciones de preserva-
cion como la solucién de la Universidad de Wisconsin (UW-1), han incrementado de manera
muy importante la frecuencia del trasplante pancreatico en las ultimas décadas, con el objetivo
de mejorar la calidad de vida de los pacientes diabéticos insulino dependientes.

Existe amplia evidencia en la literatura del efecto adverso que la CyA tiene sobre la capacidad
del pancreas para secretar insulina. Sin embargo, esos estudios, se basan en la observacion de
animales a los que se les ha administrado la CyA en forma cronica.

Se ha sugerido recientemente, que los eicosanoides, como la prostaciclina (PGl) y el tromboxano
A2 (TxA), juegan un papel importante en el dafio inducido por la preservacion del pancreas.

El presente estudio fue disefiado para evaluar la capacidad del pdncreas preservado durante 24
horas para secretar insulina cuando es estimulado con glucosa. Ademas de determinar las varia-
ciones en la secrecion de insulina, TxA y PGI en pancreas perfundido después de 24 horas, con
y sin intoxicacion por CyA.

I8 perros mestizos entre 15-20 Kg fueron usados como donadores de segmentos pancreaticos;
estos se perfundieron con solucion UW-1 a 4°C de acuerdo a los grupos experimentales grupo
[ Control (n=6), II Control + CyA (n=6) y III Preservado + CyA (n=0)

En cuanto a la secrecion de Insulina, se observa que no hay una diferencia significativa del area
bajo la curva (ABC) medida en U.ml-1.g-1.min-1 entre el grupo [ = 693.9 Y 1l =757.2. En
contraste, en el grupo I = 138.7, disminuye drasticamente la secrecion de ésta. Esto indica que
el tiempo de preservacion afecta directamente la secrecion de insulina, atin preservandose en la
solucidon mas segura.

El ABC del TxB medida en pg.ml-1.g-1.min- I muestra un incremento en la secrecion del grupo
III=5118.1 conrespecto al grupo 1 =3136.3 y Il =3204.4. El ABC de PGF | -alfa reportada en
pg.ml-1.g-1.min-1 muestra que al igual que en el TxB, que en el grupo II1 = 3489.5 hay un
aumento significativo con respecto al grupo I = 1193.7 y I1 =1130.2, Con base a antecedentes
anteriores y a nuestros resultados podemos deducir que el aumento en la produccion de TxB y
PGF 1-alfa se debe a la preservacion prolongada del segmento pancredtico y en este estudio no
se ve afectada la secrecion de PGF 1-alfa por la presencia de dosis toxicas de CyA.



INTRODUCCION

Diabetes mellitus insulino dependiente.

Tiempo atrés, las personas que padecian la hoy llamada diabetes mellitus tipo 1 o insulino
dependiete morian al cabo de un aiio, de serles diagnosticada la enfermedad, siendo la causa de
la muerte la incapacidad del pancreas para producir insulina. En 1921, el aislamiento de la
hormona a partir de pancreas de animales posibilité el tratamiento de la enfermedad.

Ahora bien, ni la insulina animal ni la humana, de obtencién mas reciente, han ofrecido la
curacion completa de la enfermedad. Muchos diabéticos sufren, con el tiempo, complicaciones
de efectos devastadores. Por tratarse de una enfermedad cronica, con el tiempo se pueden daiiar
los vasos sanguineos y producirse cardiopatias, neuropatias, ceguera por retinopatia, insufi-
ciencia renal, entre otras.

Se sabe que la diabetes insulino dependiente se origina por una respuesta autoinmune en el
pancreas. Este proceso autoinmune, altamente selectivo, suele comenzar antes de la edad adul-
ta (por cuyo motivo se le conoce, como diabetes juvenil). El ataque no afecta a las células
pancredticas que secretan enzimas digestivas, sino que se restringuen a las células productoras
de hormonas. Estas células se encuentran en agrupamientos periféricos llamados Islotes de
Langerhans. Incluso en los Islotes, tres de los cuatro tipos celulares se salvan del ataque; sélo
las células beta productoras de insulina, que ocupan la mayor parte del nicleo del Islote, son
victimas de la reaccion autoinmune,

La insulina facilita que la mayor parte de las células del cuerpo capten los combustibles biolo-
gicos, principalmente la glucosa. Asi, cuando las células beta mueren y el pancreas cesa de
producir la hormona, se acumula glucosa en la sangre, alcanzandose niveles anormales de glu-
cosa, signo distintivo de la diabetes.

Trasplante de Pancreas Clinico.

En ailos recientes, los trasplantes pancredticos se han venido desarrollando como una modali-
dad terapéutica, para pacientes insulino-dependientes, con el objetivo de prolongar y mejorar la
calidad de vida de estos pacientes.

Sutherland y cols. (1-7) mantienen un seguimiento de los trasplantes de pancreas a nivel mun-
dial a partir de la fundacién del Registro Internacional de Trasplante de Pincreas creado en
1980. Aunque ya habia datos de trasplantes previos del Colegio Americano de Cirujanos y los
Institutos Nacionales de Salud, donde se reportd el primer trasplante pancreatico llevado a cabo
el 17 de diciembre de 1966 en la Universidad de Minnesota, todos los datos de dichas institu-
ciones se fusionaron al nuevo registro. En ese seguimiento se observo claramente un importan-
te incremento de los trasplantes pancreaticos sobre todo en la 0ltima decada, esto como res-
puesta a la introduccion de medicamentos inmunosupresores eficientes como la Ciclosporina
(CyA), a los adelantos de las técnicas quirfirgicas y a la biisqueda de mejores soluciones de
perfusion para pancreas.



Técnicas de Preservacion.

A finales de los sesentas se llevaron a cabo las primeras preservaciones de 6rganos para tras-
plante. Dos importantes estudios demostraron que se podrian preservar sin peligro los rifiones
por 30 horas en condiciones de frio (8) y por un tiempo mas largo de 72 horas en perfusion
continua (9). La importancia de estos dos cstudios radico principalmente en que se cambiaron
los trasplantes de rifion de un procedimiento de emergencia a un procedimiento semielectivo.
Otros investigadores experimentaron con otras soluciones de almacenaje en frio, obteniendo
preservaciones adecuadas de 48 y 72 horas (10-11),

El establecimiento de un método confiable para preservar el pancreas, fue esencial para el éxito
de dicho trasplante. En un principio los injertos pancredticos solo eran preservados por perio-
dos menores de 4 horas; periodos mayores por lo general estaban acompaiiados por malos
resultados (12).

En general se acepto que la preservacion del pancreas por un método simple de almacenaje frio
era efectivo durante 24 horas en solucion de Eurocollins (EC) (13), solucion de Collins (CS)
(14) y solucion de Sack (15). Pero la preservacion de mds de 48 horas no fue efectiva en estas
soluciones llamadas intracelulares. Sin embargo, Florack y col. (16-17) y Toledo-Pereyra y
cols.(18) usaron una solucion simple para almacenaje en frio, hiperosmolar e hipercalemica en
pancreas canino. Tuvieron éxito en la preservacion por 48 y 72 horas respectivamente, usando
plasma filtrado con silica gel (SGFP), que tiene el inconveniente de ser muy complejo y costo-
so, Wahlberg y cols (19). usando una solucion sintética hiperosmolar lograron la preservacion
por 72 horas. Estas soluciones hiperosmolares reducen la entrada de agua a las células durante
el almacenaje en frio. También se observo que una tension alta en oxigeno es ventajosa para
preservacion del pancreas, reduciendo el dafio isquémico y manteniendo la integridad celular
(20).

Kawamura y cols. (21) desarrollaron un método de almacenaje en frio en dos capas para una
buena oxigenacion del pancreas usando Perfluoroquimico (PFC). Tuvieron éxito de 48 y 72
horas con EC. El PFC es un liquido bioldgicamente inerte y actiia tinicamente como un agente
transportador de oxigeno, es probable que la alta tension de oxigeno tenga un papel esencial en
el tiempo prolongado de preservacion

Abouna y cols. (22-23) de la Universidad de Minnesota postularon que la exitosa preservacion
por 48 horas del pancreas, podria ser posible con una solucion econémica y disponible facilmente,
tal como la fraccion proteinica del plasma (PPF) o solucion de Collins (CS) si la composicion
de este medio se modifica de manera similar a SGFP con respecto a la osmolaridad, contenido
proteinico, concentracion de potasio y con pH alcalino.

Belzer-Ploeg y cols. (24-25) de la Universidad de Wisconsin (UW) se interesaron en la prepa-
racion de una solucion de preservacion adecuada para todos los 6rganos, a la que llamaron UW,
Para esto integraron los principios bésicos de isquemia (interrupcion del aporte sanguineo arte-
rial) hipotérmica anaerdbica con principios del metabolismo del drgano especifico. El
congelamiento y las continuas perfusiones aerobicas son tedricamente los finicos medios de
obtener verdaderamente un término largo de preservacion (de un mes a afios). El simple alma-
cenaje en frio tuvo un tiempo limite especifico més alld del cual el 6rgano no fue viable. La
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hipotermia fue en este caso, una clave para la exitosa preservacion ya que. decrece el porcentaje

en el cual las enzimas intracelulares que degradan los componentes celulares esenciales nece-

sarios para la viabilidad del 6rgano. La hipotermia no detiene el metabolismo, simplemente

retarda las reacciones y muerte celular, hasta que cesa la funcion del drgano y pierde viabilidad.

El grupo de la Universidad de Wisconsin postulé que la composicion de una solucién de perfu-

sion adecuada y efectiva debe:

a) Minimizar la hipotermia que induce el hinchamiento celular.

b) Prevenir la acidosis intracelular.

¢) Prevenir la expansion del espacio intersticial durante el periodo de lavado.

d) Prevenir el dafio por radicales libres de oxigeno (especialmente durante la reperfusion) y

¢) Proveer los sustratos para regenerar los componentes de fosfato altos en energia durante la
reperfusion.

En relacién a una solucién general de almacenaje cn frio Belzer y cols. (24-31) en base a las
consideraciones anteriores designaron a la solucién UW (Tabla 1), como una soluciéon de alma-
cenaje en frio que favorece la preservacion del pancreas durante 72 horas. Como anién imper-
meable se uso el lactobionato con una masa molecular relativamente grande (PM 358), para
prevenir el edema celular. La rafinosa, un sacdrido también con una masa relativamente grande
(PM 594), se adiciond para dar un soporte osmotico adicional. Esta solucién tuvo un coloide
estable no toxico que fue el hidroxietil almidon que previene la expansion del espacio extracelular,

Tabla 1

Reactivo Concentracion
Lactobionato de K+ 100 mmol
KH2PO4 20 mmol
MgSO4 5 mmol
Rafinosa 30 mmol
Adenosina 5 mmol
Glutation 3 mmol
Insulina 100 U
Penicilina 40U
Dexametasona 8 mg
Alopurinol 1mM
Hidroxietil almidon 50

llevados a pH 7.4 con NaOH

Solucién UW de almacenaje frio



Esta solucion de almacenaje en fiio no contiene glucosa ya que podria estimular la produccion
indeseable de dcido lactico e iones hidrogeno, sin embargo, incluye un amortiguador de fosfatos
(con iones hidrogeno), precursores como adenosina para la sintesis de ATP durante la reperfusion,
impermeantes efectivos y no metabolizables como lactobionato y rafinosa para suprimir la
hiperhidratacion celular inducida por la hipotermia; y un coloide estable y efectivo como
hidroxietil almidon para conservar la presion oncotica,

Otros agentes como glutation, alopurinol, Mg++ y adenosina son incluidos por razones tedri-
cas, aunque el papel de estos en la preservacion no son claros. El glutation se agota durante la
isquemia y es un componente esencial para la reduccion de agentes citotoxicos, incluyendo el
agua oxigenada, lipidos perdxidos, disulfato, ascorbato y radicales libres, El alopurinol inhibe
la xantin oxidasa y la generacion de radicales libres de oxigeno. La adenosina estimula la
sintesis de ATP después de la perfusion para preservar el drgano. Esta solucion es efectiva
principalmente para pancreas e higado (24-25),

Es importante considerar, que el éxito en los tiempos de preservacion alcanzados con las solu-
ciones de perfusion se valoraron en la capacidad del pancreas trasplantado para revertir la hi-
perglicemia en animales diabéticos, sin embargo, la normoglicemia asi lograda pudo obtenerse
con solo el 5% de la masa de células beta y por lo tanto, no reflejo la capacidad total del 6rgano
injertado para secretar insulina en respuesta a retos hiperglicémicos.

Un grupo de investigadores de la Universidad de Minnesota (32) ha analizado ¢l efecto del
tiempo de preservacion como factor predictivo del funcionamiento de los pancreas trasplanta-
dos. El andlisis de las cifras de glucosa posprandial (2 horas) demostrd una tendencia a incre-
mentar los niveles de glucosa en forma proporcional a la prolongacion del tiempo de preserva-
cion como se muestra en la tabla 2.

El anélisis de varianza para esta comparacion resulté marginal (p=0.06), pero seria seguramen-
te significativo con un mayor niimero de observaciones.

Tabla 2

Tiempo de Glicemia
Preservacion (mg/dL)

< 6 horas 14143

6 - 12 horas 145443

12 -24 horas 163449
> 24 horas 163+100

ANOVA p > 0.06 (0.06)




Tromboxano y Prostaglandinas

El tromboxano A2 (TxA) y la Prostaglandina I (PGI) o Prostaciclina, provienen de la misma via
metabélica como productos de la ciclooxigenacion del acido araquidonico (AA), pero sus efec-
tos bioldgicos son antagonicos. Ambos productos son autacoides, es decir, no se almacenan en
el organismo, sino que se producen en la mayor parte de los tejidos, en respuesta a algin esti-
mulo, y ejercen sus efectos en forma local. La vida media de estos productos es de segundos o
pocos minutos, por lo que su determinacion directa es muy dificil. Generalmente, se miden sus
metabolitos estables que son Tromboxano B2 (TxB) y 6-k-Prostaglandina-F1-alfa (PGF) res-
pectivamente (33-35).

Recientemente se demostré que el TxA y PGI pueden aumentar o reducir respectivamente, el
dafio inducido al pancreas, en respuesta a diversos estimulos siendo el mas importante laisquemia
producida durante el almacenaje en frio (36-41).

EI'TXA es normalmente un potente vasoconstrictor y promotor de la agregacion plaquetaria, lo
que puede incrementar la permeabilidad vascular alterando el endotelio celular, dejando el
tejido dafiado en el pancreas aislado. Durante los Gltimos afios, se ha demostrado que este
producto puede afectar a los drganos trasplantados, no sélo debido a su potente efecto
vasoconstrictor, sino por su contribucion a la amplificacion del rechazo inmunol6gico (42). En
contraste la PGI es un potente vasodilatador, inhibidor de la agregacion plaquetaria y por esto
puede también alterar a las células endoteliales previniendo asi un incremento en la permeabi-
lidad celular por TXA (43). Ademas, la PGI tiene un efecto citoprotector relacionado con la
estabilidad lisosomal, el cual puede ser su efecto mas importante para la preservacion del rga-
no (44). Basandose en estas propiedades, el balance de PGI/TxA puede ser critico en el dafio
inducido por la preservacion moderada. En efecto, un trabajo previo demostrd que la propor-
cion PGI/TxXA en el injerto pancreatico se incrementa después de 3 horas de almacenaje frio
con solucion de EC, pero decrece significativamente después de 24 horas (36).

La produccion de TxA durante la crisis de rechazo podria ser un indicador de la respuesta
celular al reto inmunoldgico y, asi un marcador temprano de rechazo. Por otro lado, los altos
niveles de TXA también pueden proceder de fuentes intravasculares. El dafio endotelial o acti-
vacion plaquetaria durante el proceso de rechazo puede iniciar la reaccion provocando la libe-
racion de araquidonato y convertirlo a diversas prostaglandinas.

Klausner y col. (45) reportaron que la PGI atenua ¢l dafio por isquemia caliente (temperatura
corporal) en el riiién de rata solamente cuando el TxA fue inhibido. Similarmente, Lelcuk y col.
(46) demostraron que el dafio por isquemia caliente en el rifion de rata puede ser prevenido por
un inhibidor de la sintesis de TxA. Sin embargo, este daiio no fue prevenido por un inhibidor de
la ciclooxigenasa.

Estos resultados indican que PGI y TXA no actian como simples antagonistas farmacologicos,
ademas el balance de PGI y TxA como moderadores del dafio isquémico puede ser importante.

Estudios previos de Odor y cols. (47-48) han demostrado un aumento en la concentracion de
TxB2 en la orina de animales, en forma concurrente al rechazo inmunoldgico del pancreas.
Dicha elevacion, se produce varios dias antes de que el animal presente hiperglicemia como
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respucsta a la destruccién masiva del pancreas trasplantado por el rechazo, por lo que experi-
mentalmente ha demostrado ser un marcador temprano de rechazo. Por su parte Santillan-
Doherty y cols. (49-50) recientemente correlacionaron el aumento de la medicion de TxB2
urinario con rechazo de trasplante pulmonar en perros. El TxB2 también se increment6 en el
lavado broncoalveolar durante el rechazo experimental del trasplante de pulmon.

La preservacion actual de los 6rganos esta sujeta a un sinniimero de eventos traumaticos pro-
ducto de la perfusion intra-arterial para remover sangre, la isquemia fria (4°C) y dafio en la
reperfusion.

Las prostaglandinas se han relacionado con el dafio tisular asociado con cada uno de estos
eventos, desde la solucion UW que contiene una alta concentracion de potasio que produce
daiio en las células endoteliales durante el proceso de perfusion arterial. Ademas, el procedi-
miento de lavado del pancreas demanda altos volumenes de solucién UW, por lo cual las célu-
las endoteliales y la microvasculatura puede ser severamente dafiada por lavar con tales volil-
menes (51). Ademas la interaccion entre el endotelio dafiado y las plaquetas se asoci6 con el
balance de niveles intravasculares de PGI y TxA (52). Durante la isquemia fria, la fosfolipasa
se activa por el aumento del calcio intracelular seguido por la sintesis de PGl y TxA (53).

En estudios previos se demostré que el rechazo agudo del trasplante renal estaba asociado con
alteraciones en el metabolismo del AA, especificamente por la produccion del TxA renal. Este
incremento contribuye en parte, al decrecimiento del flujo sanguineo y disfuncion del injerto
(54).

Ciclosporina.

La ciclosporina A (CyA) es un importante agente inmunosupresor que ha contribuido de mane-
ra significativa al incremento en el niimero de organos trasplantados realizados, asi como a la
frecuencia del éxito con ellos obtenido. También ha sido empleada terapéuticamente en pacien-
tes con enfermedades autoinmunes (55-56). La CyA es un endecapéptido ciclico, derivado de
un hongo, cuyas caracteristicas fisicoquimicas la hacen insoluble en agua (57).

La mayor limitante en el uso terapéutico de la CyA es la nefrotoxicidad causada por dosis altas
del medicamento. Patric R. y cols (58), reportaron evidencias de que la CyA induce una reduc-
cion en el flujo de sangre renal, el cual corresponde cualitativa y temporalmente al deterioro en
la filtracion glomerular. La reduccién en el flujo sanguineo no es confinado unicamente a los
rifiones, también sc ha observado en otros 6rganos, como en el higado, bazo y pancreas (59-60).

Algunos estudios sugieren que la inhibicion especifica de productos vasoconstrictores como el
TxB2 aminora los efectos nefrotoxicos causados por la CyA, ya que se eleva la excrecion
urinaria del TxB2 durante la administracion de CyA (61). Por lo tanto, la CyA provoca una
alteracion en el balance de la vasoconstriccion y la vasodilatacion mediados por las
prostaglandinas.

Ademas, ha sido demostrado, que la nefrotoxicidad crénica por CyA es en parte debida a la
accion del TxA (58 y 62), efecto que recientemente se ha relacionado con la intoxicacion aguda
(63).



Existe amplia evidencia en la literatura, del efecto adverso que la CyA tiene sobre la capacidad
del pancreas para secretar insulina (64-65). Sin embargo, estos estudios se basan en la observa-
cion de animales a los que se ha administrado la CyA en forma crénica, En la practica clinica,
la intoxicacion por CyA es frecuentemente aguda, especiaimente en los primeros dias
postrasplante,

La CyA puede tener efectos adversos en el metabolismo de Ia glucosa, lo cual es de particular
significado en la inmunoterapia del trasplante pancredtico. El deterioro en la tolerancia a la
glucosa se debe al estado de resistencia de la insulina causado por la CyA (66-70).

El control de los niveles de glucosa en suero contindia siendo el objetivo de los trasplantes
pancreaticos. El incremento del 25 % por encima de la basal, ha sido considerado un signo de
rechazo. Sin embargo, la hiperglicemia se hace evidente cuando mas de Ia mitad del pancreas
trasplantado ha sido destruido por el proceso de rechazo, por lo tanto, no se considera un buen
indicador del rechazo del trasplante (71).



HIPOTESIS

. Eltiempode isquemia prolongado, disminuye la capacidad del pancreas para secretar insulina,
. Laintoxicacion aguda por CyA disminuye la capacidad del pancreas para secretar insulina,
La isquemia y la intoxicacion por CyA aumenta la produccion de TxA por el pancreas.

La produccion de PGI disminuye en respuesta al incremento del TxA en el pancreas

OBJETIVOS

Investigar la respuesta del pancreas preservado por 24 hr en base a la sintesis de insulina
ante un reto de glucosa en perro.

Evaluar el efecto de la toxicidad aguda por CyA en pancreas canino perfundido inmediata-
mente y perfundido después de 24 horas de preservacion, de acuerdo con la secrecion de
insulina.

Determinar las variaciones en la secrecion de TxA y PGI en el pancreas canino ante diver-
sos grados de isquemia, con y sin intoxicacién concomitante por CyA.



MATERIALY METODOLOGIA

A) MATERIAL

Insulina-I1-125, Tromboxano B2-1-125, y 6-K-Prostaglandina-F 1 -alfa-I-125, adquiridos en New
England Nuclear (Boston), Los anticuerpos anti-Tromboxano B2 y anti-6-K-Prostaglandina-F-
1-alfa fueron comprados a Inmuno Nuclear Corporation. El anticuerpo anti-Insulina, fue dona-
do por el Dr. Robert Sorenson (Univ. de Minnesota). La solucion de perfusion esta constituida
por una solucion Krebs-Ringer, con albumina sérica de bovino, dextran de alto peso molecular,
inhibidor de tripsina de soya y una concentracion de glucosa de 50 mg/dL. Todos los reactivos
fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis Missouri).

B) METODOLOGIA

Técnica quirargica

I8 perros criollos, de ambos sexos, con pesos entre 15-20 Kg, fueron mantenidos en ayuno
nocturno durante 12 horas antes de ser empleados como donadores de pancreas.

Bajo anestesia general, inducida con Pentobarbital sodico (5 mg/Kg) y mantenida con holotano,
se practico una laparotomia media amplia a todos los animales. Se realizé una diseccion cuida-
dosa del pancreas, de la cola hacia el cuello, utilizando en todo momento el bazo como punto de
manipulacion, Se disec6 cuidadosamente el pediculo vascular de la ramaizquierda del pancreas,
formado por la arteria esplénica que se siguid hasta el tronco celiaco, y la vena porta.

Una vez extraido el pancreas, se practico un lavado a baja presion (60 cm H20), con 250 ml. de
solucion de perfusion UW-1 (Tabla 1) a 4 °C. Posteriormente, se elimind todo el tejido linfatico
y adiposo del segmento pancreatico registrandose el peso del mismo. Se empleo para los estu-
dios fisiologicos, un sistema de perfusion ex-vivo (Figura 1), el cual consta de un bafio Maria,
para mantener el tejido a 37 °C y una bomba peristaltica (Infusomat-Braun), mediante la cual
se infundio la solucion de perfusion por un catéter colocado en el tronco celiaco. Durante todo
el experimento, se burbujeo una mezcla de 95% de 02 y 5% de CO2 a la solucion de perfusion.
El efluente fue recogido a través de fracciones, a tubos helados que contenian inhibidores de
proteasas. La velocidad de la perfusion fue de 5 ml/min con una presion promedio de 70 mm
Hg. Se hicieron alicuotas de todas las muestras, las cuales fueron almacenadas a -40°C hasta su
empleo para las determinaciones bioquimicas.
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La perfusion duro 180 minutos en todos los casos, de los cuales, los primeros 59 consistieron
en un periodo de estabilizacion. En los minutos 60 y 120 se administraron retos hiperglicémicos,
inyectando un bolo de dextrosa de 1000 mg en un minuto,

Técnicas de medicion

La glucosa se midié mediante la técnica de glucosa oxidasa, en un autoanalizador Beckman
Glucose Analyser II (Fulerton, CA). La insulina y los eicosanoides, fueron medidos por
radioinmunoensayo, por triplicado, con una técnica de equilibrio, desarrollada en la unidad de
Investigacion Experimental (UIE) del Instituto Nacional de la Nutricion (INN).

Brevemente, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo y el antigeno marcado durante 18
horas a 4°C, separdndose las fracciones libre y unida con una solucion de Polietilenglicol y
gamaglobulina de bovino. La fraccion unida fue contada por periodos de un minuto en un
contador gamma Beckman Biogamma II (Fulerton, CA). Los datos fueron analizados mediante
la técnica de Regresion Logistica de Cuatro Parametros, de acuerdo a los lineamientos de
Rodbard, y expresados como (U/ml o pg/ml/g).

Grupos Experimentales

Los pancreas fueron divididos en tres grupos, en forma alcatoria:

I Control. Los segmentos pancredticos fueron perfundidos inmediatamente, (n=6)

I Control + CyA. Los segmentos pancredticos fueron también perfundidos de forma inme-
diata, pero en presencia de dosis toxicas de CyA (1000 ng/ml), en la solucion de perfusion.
(n=6)

III Preservado + CyA. Los segmentos pancredticos fueron preservados a 4°C durante 24 horas
y posteriormente perfundidos en presencia de niveles toxicos de CyA (1000 ng/ml), en la
solucion de perfusion. (n=6)
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RESULTADOS

Todos los resultados se reportaron en promedio + error estandar, las comparaciones de los tres
grupos en forma simultanea se realizaron mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA).
Los contrastes entre dos grupos se llevaron a cabo mediante la prueba de Student para muestras
independientes, Se consider6 un nivel alfa de significancia estadistica menor o igual al 5% (p <
0.05).

Se hicieron para cada perfusion las curvas concentracion/tiempo de Glucosa, Insulina,
Tromboxano B2 y Prostaglandina F1-alfa, calculandose el area bajo la curva (ABC) para cada
uno de estos parametros mediante la técnica de paralelepipedo y el analisis de varianza de
mediciones repetidas (ANOVA) para las ABC de cada uno de los parametros antes menciona-
dos.

Glucosa.

La concentracion de glucosa en los tres grupos (I Control, II Control + CyA y III Preservado +
CyA) no muestra diferencia significativa como indica el ANOVA de mediciones repetidas don-
de p > 0.05 como se observa en la figura 2, las elevaciones de glucosa que se presentan en los
minutos 60 y 120 se deben a los retos hiperglicémicos a los que fueron sometidos todos los
pancreas con dextrosa a una concentracion de 1000 mg. Corroborandose con los datos de la
tabla 3, las ABC reportadas en mg.dL-1.min-1.son grupo I = 12645, grupo Il = 12214 y grupo
III = 12546 obteniendose el ANOVA de una via de estos datos de p > 0.9 de las ABC.

Insulina.

La secrecion de insulina disminuye drasticamente en el grupo III preservado durante 24 horas,
en comparacion con el grupo I 'y I ambos grupos no preservados, ver figura 3. Se obtuvo un
ANOVA de mediciones repetidas de p < 0.005 lo que nos muestra que si hay una significancia
estadistica entre los grupos anteriores.

De acuerdo a los datos de la tabla 4, la secrecion de insulina producida como ¢l ABC reportada
en U.ml-1.g-1.min-1. muestran que los grupos 1 = 693.9 y Il = 757.2, tuvieron una mayor
produccion de insulina, a diferencia del grupo III = 138.7 que tuvo una disminucion significa-
tiva, aplicando el ANOVA de una sola via a las ABC se obtuvo una p < 0.0005. Ahora bien,
seg(n la prueba de Student para muestras independientes el grupo I vs I1 p>0.05 no tienen una
significancia estadistica, en tanto que los grupos I vs lIl p < 0.05y 11 vs 111 p <0.005 si tienen
diferencias significativas estadisticamente.

Eicosanoides.

Se puede determinar que los primeros 59 minutos son de estabilizacion, por lo tanto al princi-
pio los niveles de TxB2 son muy altos, pero después de este periodo llegan sus concentraciones
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a niveles basales como se observa en la figura 4. La carga hiperglicémica administrada en los
minutos 60 y 120 provocaron niveles transitorios no significativos. Después de los minutos de
estabilizacion se observa un incremento en el grupo experimental en comparacion con los gru-
pos control. El ANOVA de mediciones repetidas es p > 0.05, lo cual no es significativo,

En la tabla 5 en donde se muestran los datos estadisticos mds relevantes de TxB2 podemos ver
que el calculo del ABC reportado en pg. mi-1.g-1.min-1 son menores los grupos I = 31363 y
II= 3204.4 con respecto al grupo IIl = 5118.1, y el ANOVA de una via para estos datos es
p < 0.0001 teniendo una significancia estadistica. De acuerdo a la prueba de Student para muestras
independientes, se observa que entre los grupos Il vs IIT p > 0.05 no hay significancia estadis-
tica, pero entre los grupos I vs I p <0.001 y I vs 11l p < 0.05 si las hay.

De una manera similar se comporta la PGF1-alfa, como se muestra en la figura 5, los primeros
59 minutos son de estabilizacion, durante los cuales se alcanzan las concentraciones basales de
cada uno de los grupos. También la carga hiperglicémica administrada en los minutos 60y 120
ocasionaron elevaciones transitorias no significativas de los niveles de PGF1-alfa,

Las curvas de concentracion/tiempo de PGF l-alfa mostradas en la figura S hacen evidente que
el grupo III preservado durante 24 horas aumenta la concentracion de PGFI-alfa de una manera
drastica en comparacion con los grupos I y I no preservados; el ANOVA de mediciones repe-
tidas p < 0.02 de los datos anteriores resulto ser significativo. Esto es apoyado por los datos
estadisticos mostrados en la tabla 6, donde s¢ observa claramente que el ABC reportado en
pg.ml-1.g-1.min-1, del grupo III = 3489.5 aumenta notoriamente en comparacion con los gru-
pos I=1193.7y11=1130.2; y el ANOVA de una via de las ABC es p <0.0001 resultando ser
significativo. De acuerdo con la prueba de Student para muestras independientes entre los gru-
pos I vs II p > 0.05 no existe significancia estadistica; sin embargo entre los grupos I vs 111
p<0.05yII vs Il p < 0.05 si existe.
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Tabla 3

GLUCOSA
Grupo Area Bajo la Curva
mg.dL-1.min-1

|. Control 12645
II. Control + CyA 12214
lll. Preservado + CyA 12546
ANOVA p>0.9
Tabla 4
INSULINA
Grupo Area Bajo la Curva
U. mL-1.g-1.min-1
. Control 693.9
Il. Control + CyA 757.2
lIl. Preservado + CyA 138.7

ANOVA p < 0.0005
Ivsll p>0.05 1vsllip<0.05 1Mvslllp<0.005
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(ANOVA de mediciones repetidas p > 0.05)
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Tabla 5

TROMBOXANO
Grupo Area Bajo la Curva
pg. mL-1.g-1.min-1
. Control 3136.3
Il. Control + CyA 32044
lll. Preservado + CyA 5118.1
ANOVA p <0.0001
Ivsll p<0.001 Ivslip<0.05 Illvsllip>0.05
Tabla 6
PGF-1alfa
Grupo Area Bajo la Curva
pg. mL-1.g-1.min-1
I. Control 1193.7
Il. Control + CyA 1130.2
Ill. Preservado + CyA 3489.5
ANOVA p <0.0001
fvsll p>0.05 Ivslllp<0.05 1MNvslllp<0.05
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DISCUSION

Resulta evidente tanto en la figura 3 como en la tabla 4, que el tiempo de preservacion no es
inocuo para el pancreas. Alin a pesar de haber sido perfundido con la solucién UW-1, que en la
actualidad es la que brinda mayor proteccion, la produccion de insulina por el grupo Preserva-
do + CyA en respuesta a las cargas hiperglicémicas es de menos del 10 % de la produccion de
ambos grupos control. Esta drastica disminucion, condicionada por la preservacion, podria
tener un efecto transitorio, para después recuperar parte de la funcion. De no ser asi, el pancreas
estaria funcionando a niveles marginales, en los cuales, cualquier dafio podria conducir nueva-
mente a los animales a una franca intolerancia a la glucosa. La presencia de la CyA en dosis
toxicas en la solucion de perfusion no afecto significativamente la capacidad de produccion de
insulina por el pancreas. Tal vez la toxicidad aguda, por si sola, no tiene la capacidad de afectar
a las células beta e impedir su funcionamiento.

La produccion de TxB2 tiene variaciones importantes en los tres grupos. Como puede verse en
la figura 4, la presencia de CyA en el medio de perfusion no incrementa los niveles de TxB2
producidos por el pancreas, pero en la prueba de Student para muestras independientes la CyA
si muestra una diferencia estadistica del grupo I que no tiene CyA y los grupos Il y 111 los cuales
contienen dosis toxicas de CyA en la solucién de perfusion. Este efecto de toxicidad aguda
concuerda con el descrito para el rifion, La preservacion del pancreas durante 24 horas aumenta
de manera significativa el nivel de TxB2 cuantificable en el efluente de la perfusion siendo muy
notable en la figura 4,

Las curvas de Concentracion/Tiempo para PGF|-alfa mostradas en la figura 5 hacen evidentes
que los niveles toxicos de CyA no repercuten sobre la sintesis de PG, sin embargo, la preserva-
cion prolongada si conduce a un incremento en su produccion.

La similitud entre las curvas de TxB2 y PGF1-alfa es notoria. Ambas curvas comienzan con un
nivel muy alto, producido artificialmente por el inicio de la perfusion. Después de la estabilizacion
de 59 minutos, ambos metabolitos llegan a niveles basales en los tres grupos. Mientras que en
los grupos control, ambos metabolitos tienden a mantenerse estables, en el grupo preservado,
existe un incremento importante a partir del minuto 120. Esto parece indicar que si bien, laCyA
sola no parece alterar de manera importante la produccion de eicosanoides, la toxicidad de la
droga junto con el dafio de la isquemia prolongada si son capaces de aumentar de manera
significativa su produccion.

El TxB2 y PGF1-alfa, son casi idénticos, con el mismo peso molecular, y derivadas del mismo
precursor, el dcido araquidonico. Cuanto mayor es el dailo tisular ya sea por isquemia o toxici-
dad mayor es la produccion de TxB2 y de PGF 1-alfa. Esto indica, que el dafio tisular, consume
el dcido araquidonico en forma de TxB2 y PGF | -alfa, probablemente disminuyendo la forma-
cion de otros metabolitos.
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Se ha observado que el aumento en la concentracion de TxB2 estd ligado con el rechazo inmu-
nolégico del pancreas, por lo que se considera un marcador temprano de rechazo. Aqui se ha
visto que tanto la intoxicacion aguda por CyA, como la preservacion prolongada del pancreas
aumenta los niveles de TxB2, por lo tanto podria ser un indicio de rechazo inmunolégico de
dicho érgano.

El trasplante pancreatico es una técnica derivada de arduas investigaciones cientificas con el
objetivo de dar una alternativa terapéutica mas a los pacientes con diabetes insulino dependien-
te. Este trabajo estd encaminado a aportar y reafirmar conocimientos que ayuden a obtener
mejores resultados en dichos trasplantes, principalmente en México, donde la investigacion y
aplicacion de estos procedimientos es incipiente.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que:

I. Eltiempo de isquemia fria afecta de manera significativa la secrecion de insulina, al menos
de manera transitoria.

2. Laintoxicacion aguda por CyA no afecta la capacidad del pancreas para secretar insulina.

3. A mayor dafio en los tejidos pancreaticos por isquemia y toxicidad por CyA, mayor es la
produccion de TxB2.

4. Existe un incremento paralelo en la produccion de TXA y PGI en el pancreas preservado,
5. Eltiempo de preservacion del pancreas debe limitarse al minimo indispensable, y, la CyA

debe administrarse con un enfoque farmacocinético estricto, para evitar al maximo la posi-
bilidad de toxicidad aguda en el postrasplante inmediato,
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