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1. RESUMEN.

Debido a que la Diabetes mellitus insulino-dependiente ha tenido un incremento
considerable en los indices de morbilidad (1.8/10000 diabéticos a 4.1/10000 diabéticos)
y mortalidad (30% al 60%) en los ultimos 7 aflos en nuestro pals (1), y que sus
complicaciones tardias como la nefropatia representen la causa principal de muertes
en los pacientes insulino-dependientes (20-40%), se realizd el trasplante de islotes
pancreaticos en ratas con diabetes inducida y nefropatia como una alternativa
importante en su tratamiento y control, desarrollandose la metodologia apropiada para
la obtencién de los islotes pancreaticos asi como la eleccién del sitio adecuado para la
perfusidn de los mismos (via Porta), en aquéllas ratas a las cuales se les indujo la
diabetes farmacolégicamente ( Aloxana ), y que presentaran cifras de ylucosa que
indicaron una diabetes franca por mas de 20 dias consecutivos. Ademas, se dejaron
evolucionar sin terapia insulinica a ratas con diabetes inducida para observar ias
lesiones que produce en rifién y la posibilidad de revertirlas mediante el trasplante de
islotes pancreaticos.

Asi, se obtuvé un grupo de ratas con diabetes a las 72 horas de administrada la
aloxana, a las cuales se les trasplanté por via porta los islotes pancreéticos cultivados,
observandose una disminucion de los niveles de glucosa sanguinea a partir del 3er. dia
del trasplante hasta normalizarse y permanecer euglucemicas durante 120 dias sin
dafio renal alguno, utilizando la ciclosporina A como inmunosupresor. Para la
nefropatia se lograron identificar los estadios caracteristicos a través de las cifras
albumina y proteinas en orina asi como por el estudio histopatolégico.
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2, ANTECEDENTES

Debido a que Diabetes Mellitus insulino-dependiente y sus complicaciones tardias no
han sido controladas eficazmente con el uso de la insulina en sus distintos esquemas y
presentaciones farmacologicas, ni con los regimenes dietéticos e hipoglucemiantes
orales, entonces se debe abordar de una forma diferente el tratamiento y control de ia
enfermedad mediante el trasplante de islotes pancreaticos. Asi, en 1964, Hellestrom
reporta el primer método de diseccién manual de islotes pancreaticos de ratas obesas
e hiperglucémicas para estudios enzimaticos, tres ailos después Lacy y colaboradores
aislan islotes intactos del pancreas normal de ratas mediante un método de disrupcion
acinar o desorganizacién del parénquima acinar (2). Yunoszai y asociados, en 1969
reportan por primera vez el trasplante de islotes aislados a ratas diabéticas por via
intraperitoneal con mejora parcial del estado diabético (3). E&n 1970, Strautz logra
revertir algunas complicaciones tardias de la diabetes mellitus al trasplantar islotes
pancreaticos en ratones ob/ob (4). Posteriormente, Lacy y Ballinger demuestran que
para mejorar el estado diabético inducido con estreptozotocina en ratas isogénicas se
requiere de 400 a 600 islotes (5). Reckary Baker en 1973 "curan" la diabetes mediante
el trasplante intraperitoneal de islotes pancreaticos isélogos, en el mismo afo, Lacy
aisla islotes de ratas adultas y Kemp experimenta nuevas rutas de trasplante de islotes
(6). En 1980, Lim realiza ia microencapsulacién de los islotes pancreaticos utilizando
Alginato de sodio y poli-L-lisina logrando con esto la aceptacion del tejido pancreatico
trasplantado ademas, su método es empleado para la microencapsulacion de
eritrocitos y otros tejidos (7). Es hasta 1987, cuando se empiezan a reportar los
primeros casos de trasplante de islotes en humano, en la URSS Shumakov y
colaboradores observan una disminucién considerable en los niveles de glucosa y un
retraso en la evolucion de los dafios secundarios que la diabetes origina (8). Sin
embargo en la mayoria de los estudios y trasplantes realizados, los pacientes siguen
necesitando la administracién de la insulina para evitar las complicaciones secundarias,
de tal manera que las investigaciones han continuado para lograr un mejor tratamiento
de la enfermedad haciendo incapie principalmente en la microencapsulacién y en la
obtencion y purificacion de los islotes pancreaticos. En 1993, Clayton y James publican
que los estudios realizados en la microencapsulacion de los islotes han resultado ser
excelentes in Vitro pero, al realizar los trasplantes con ellos a nivel experimental los
resultados son variables que van desde una larga funcionalidad del tejido trasplantado
hasta el fracaso debido a la fibrosis pericapsular (9).

En enero de 1993 durante el Segundo Simposio Internacional de Trasplante de Islotes
se informd que hasta esta fecha se habian realizado 178 trasplantes de islotes en el
mundo, de los cuales el 11% de los pacientes han logrado la insulino-independencia, el
20% de los pacientes solo la logrd por 2 afios, el 20% mantiene la funcionalidad de los
islotes, la cual es determinada por la medicion del peptido C en la circulacién; sin
embargo, el 65% sélo tuvo una funcionalidad del tejido trasplantado por 2 afos
requiriendo estos pacientes la administracion de insulina exégena (10).

Sin embargo , el hecho mas importante hasta el momento ha sido reportado en el
protocolo “Edmonton” (afo 2000), en el cual 7 pacientes con diabetes insulino-
dependiente recibieron islotes pancreéticos en 2 transplantes diferentes (800 a 900
mil islotes en cada transplante) y en donde el primer paciente hasta los primeros 14
meses no ha recibido insulina y los restantes 6 llevaban 12 meses sin recibirla y en
ambos casos no se ha rechazado el tejido transplantado (11).
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El trasplante de islotes normaliza |os niveles de glucosa ademas de prevenir y revertir
las complicaciones derivadas de la diabetes; también es posible evitar el rechazo de los
islotes trasplantados con la microencapsulacién sin una inmunosupresiéon continua,
pero en la actualidad es necesario continuar con las investigaciones en la obtencién y
aislamiento de los islotes, asi como en el sitio adecuado del trasplante de los mismos
para tratar y curar la enfermedad ya que las complicaciones en los pacientes con
diabetes son muy devastadoras ain con la administracién de la insulina



3. MARCO TEORICO

3.1. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

La Diabetes meliitus se caracteriza por hiperglucemias prolongadas (mayores de 140
mg/dL) o niveles altos de glucosa en plasma durante la prueba de tolerancia a la
glucosa.

La Diabetes mellitus de acuerdo con el criterio de la American Diabetes Association
(ADA )y la Organizacién Mundial de Salud (OMS) se clasifica en (12):

|. Diabetes Mellitus tipo 1

i. Diabetes mediada por procesos autoinmunes
Esta causada por un proceso autoinmune que destruye las células beta pancreaticas .

Se puede detectar anticuerpos en el 85-90% de los pacientes en los que se detecta
hiperglucemia por primera vez.

ii. Diabetes idiopatica
Forma de la enfermedad cuya causa es desconocida.

Il. Diabetes Mellitus tipo 2

Puede presentarse por una resistencia a la insulina acomparada de una deficiencia
relativa en su produccién pancreética

lil. Diabetes Gestacional

V. Otros tipos especificos de diabetes
i. Defectos genéticos de la funcién de fa célula beta:

e Cromosoma 12, HNF-1 alfa (antes MODY 3)
e Cromosoma 7 , glucocinasa (antes MODY 2)
o Cromosoma 20, HNF-4 alfa (antes MODY 1)
« DNA mitocondrial

ii. Defectos genéticos en la accidén de la insulina

» Resistencia insulinica tipo A
s Leprechaunismo

+ Sindrome de Rabson- Mendenhall
e Diabetes lipoatrofica
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fii. Enfermedades del pancreas Exdcrino:

Pancreatitis
Traumatismo/pancreatectomia
Neoplasia

Fibrosis quistica
Hemocromatosis
Pancreatopatia Fibrocalculosa

iv. Endocrinopatias:

Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Hipertiroidismo
Somatostinoma
Aldosteronoma
Feocromocitoma

v. Inducida por quimicos o drogas:

Vacor

Pentamidina

Acido nicotinico
Glucocorticoides

Hormmonas Tiroideas
Diazoxido

Agonistas beta-adrenergicos
Tiazidas

Dilantin

Alfa-interferon

vi. Infecciones:

* Rubéola congénita
e Citomegalovirus

vil. Formas no comunes de diabetes mediada por fenémenos inmunes:

¢ Sindrome de “stiff-man"
* Anticuerpos anti-receptor de insulina

vili. Otros sindromes geneticos asociados a veces con diabetes:

Sindrome de Down
Sindrome de Klinefelter
Sindrome de Turner
Sindrome de Wolframs
Ataxia de Friedreich



3.2. MODELOS EXPERIMENTALES

Para el estudio de la diabetes insulino-dependiente se han disefiado diversos modelos
experimentales que permiten establecer las condiciones Optimas para controlar y
prevenir las complicaciones de esta enfermedad. Dentro de estos modelos tenemos:

Quirurgico. Mediante la pancreatectomia, que causa numerosos
cambios nutricionales y metabdlicos los cuales no presenta el paciente
diabético, dificultando asi el estudio de la diabetes mellitus en los
animales.

Animales de experimentacién. El hamster chino y las ratas B/B se
emplean para este fin. El hamster chino desarrolla una diabetes muy leve
sin llegar a presentar complicaciones secundarias, esto limita el estudio
de la enfermedad. Las ratas B/B ofrecen un buen modelo para el estudio
de la diabetes mellitus ya que estos animales desarrollan las
complicaciones tardias de ia enfermedad, sin embargo desde el punto de
vista de trasplante tiene el inconveniente de que los autoanticuerpos
destruyen las células trasplantadas.

Viral. Virus como el coxsakie B4 y algunos picornavirus se emplean
para la destruccion de los islotes pancreaticos e induccion del estado
diabético sin embargo la degranulacién de los islotes no es completa y
produce una diabetes muy leve.

Farmacolégico. Es el método que ha dado mejor resultado para la
induccidn de la diabetes mellitus insulinodependiente, ya que los
farmacos acthan directamente sobre los islotes pancreaticos produciendo
la diabetes e incluso el desarrolio de sus manifestaciones tardias (13).

3.3. FARMACOS EMPLEADOS EN LA INDUCCION DE DIABETES.

Entre los farmacos que se han utilizado para la induccion de la diabetes mellitus en
animales tenemos la Aloxana y la Estreptozotocina.

La aloxana es un derivado de la pirimidina, es citotoxica, bloquea la liberacién de
insulina, inhibe el ciclo de Krebs al disminuir la oxidacion de la glucosa y de [a manosa
(a nivel de transporte de electrones <H +> asl como la oxidacién del succinato).

La estreptozotocina, es una 2-desoxi-D-glucosa con una cadena lateral N-
nitrosometilurea (figura 1), inhibe la oxidacién de la glucosa y la liberacién de la
insulina, con disminucién del NAD+ en las células del islote y causa por tanto, la muerte
de la célula beta (14). HaCH

L] H

o QH

H o uN-coN-SHe
FIGURA 1. MOLECULAS DE ALOXANA Y ESTREPTOZOTOCINA.
FUENTE: Agarwal MK. Streptozotocin, mechanism of action. North Holland Biomedical
Press 1980; 120(1):1-3
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Estos farmacos impiden la oxidacién de la glucosa (a nivel del trasporte de
electrones) provocando la muerte celular y un aumento de la glucosa
plasmatica en los animales de estudio, ocasionando asi la diabetes mellitus
insulino-dependiente.

PANCREAS
CARACTERISTICAS GENERALES

El pancreas es una glandula de secrecidn exocrina y endocrino que se
localiza en el abdomen por detras del estomago a nivel de la 1a. y 2a.
vértebras lumbares, ocupa el espacio comprendido entre el duodeno y el
fleon en el humano. En el pancreas se diferencian tres porciones: cabeza,
cuerpo y cola, la cabeza se sitia en la flexion del duodeno, la cara anterior
del cuerpo de pancreas esta dirigida hacia la pared posterior del estobmago, la
cara posterior limita con el tejido retroperitoneal, con el polo superior del riién
izquierdo y la suprarrenal, la cara inferior con el intestino delgado, ia cola se
localiza en el espacio retroperitoneal y llega hasta el fleon (15).

La mayor parte de la parénquima pancreatico estad compuesto por el aparato
de secrecidn externa, que produce los distintos componentes del jugo
pancredtico. El 1-2% aproximadamente de la masa del pancreas, esta
constituida por tejido endocrino, los islotes de Langerhans cuya
vascularizacion es mas rica que la de las porciones restantes, grupos de
aglomeraciones de células especiales (foto 1). En el grosor del tejido det
pancreas a través de toda su longitud cruza el conducto pancreatico, el cual
junto con el colédoco desemboca en el duodeno, mientras la irrigacion
sanguinea del pancreas se efectia por la arteria pancreatico duodenal y las
ramas de la arteria lineal, las venas del pancreas desembocan en la vena
porta o llegan a ésta por la mesentérica superior. La inervacion dei pancreas
se realiza por ramas del vago simpatico.

PANCREAS EXOCRINO

El pancreas exécrino, esta formado por unidades secretoras de acinos
pancreaticos; cada uno de ellos contiene cierto namero de células glandulares
dispuestas de modo que sus secreciones se viertan en conductos intercalares
los que se unen para formar los conductos intralobulares que son ramas
laterales del conducto pancreatico o de Wirsung, que se emerge por la cola
del pancreas y se dirige hacia la derecha, entra en relacion con el colédoco
con el que desemboca en la segunda porcién del duodeno, en la papila
mayor.
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FOTO 1. PANCREAS EN RATA NORMAL(CELULAS ACINARES E ISLOTES
DE LANGERHANS). TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA,

AMPLIACION 100X

La porcion exdcrina del pancreas, comprende aproximadamente el 98-99% del
peso total de la glandula, produce el jugo pancreatico, cuya secrecidn se regula
por mecanismos humorales y nerviosos (parasimpaticos). El jugo pancreatico
esta formado por una gran variedad de enzimas como |a tripsina, quimiotripsina,
carboxipéptidasa, ribonucleasa y desoxiribonucleasa (proteoliticas) asl como,
amilasa y lipasa pancreaticas para la digestion de carbohidratos y lipidos.

3.4.3. PANCREAS ENDOCRINO

La porcién endocrina de! pancreas, esta formada de células pequefas, que en
su conjunto representan del 1-2% del peso total del 6rgano. Estas pequeias
células son [os lamados islotes de Langerhans y se encuentran distribuidos en
todo el pancreas. EIl pancreas del individuo adulto contiene de: 208, 000 a
1,760,000 islotes, la mayor parte de ellos se localiza en la cola y el cuerpo(16);
cada islote esta abundantemente irrigado por capilares, en los cuales, vierten su
contenido. En estos islotes, se encuentran diferentes tipos de células, cada
una de ellas tiene una funcién importante dentro del organismo, asi encontramos
las células alfa (cerca de |a periferia del islote) que constituyen mas del 50% de
todas las células y producen glucagon, las células beta que producen la insulina
y que constituyen del 1 al 2% del total de las células; las células deita
constituyen del 2 al 8% del total de las células, producen somatostatina.
También se encuentran céluias productoras del péptido intestinal vaso activo
(VIP) o células delta 1; células que producen el polipéptido pancreatico (PP), asi
como grupos de células heterogéneas denominadas EC (enterocromafines),
productoras de peptidos como la sustancia P, motolina y encefalina(17).
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En las ratas, la célula beta, se localiza en la periferia del islote, contienen
granuios solubles en alcohol, redondos y homogéneos y estan incluidos en
vesiculas membranosas.

El concepto de célula beta surgié en 1907, cuando Lane describid las céluias
alfa y beta de los islotes. originalmente, la célula beta se caracterizd por su
contenido de granulos citoplasmaticos solubles en alcohol; en este tiempo no se
conocia adn la capacidad de estas células para producir la insulina, pero la
evidencia morfologica sefialaba que estaban involucradas en el desarrollo de fa
diabetes. En la actualidad, la célula beta se define por sus caracteristicas
histologicas y citoquimicas, asi como por su habilidad para expresar un
complicado juego de genes, el cual provee a la célula de un mecanismo unico
para sintetizar, aimacenar y secretar insulina en la concentraciéon exacta para los
requerimientos metabdlicos del organismo.

La célula beta expresa en su membrana claros antigenos celulares, que pueden
inducir respuestas inmunes, sin embargo con el uso de un inmunosupresor
eficaz, se abre una gran posibilidad al aislar y transplantar estas células (18).

3.4.4. INSULINA

Cadena A:

Cagenad:

La insulina es una sustancia proteica (hormonas), producida por los islotes de
Langerhans, con una masa molecular de 6 000 Daltons, cuya molécula esta
constituida por 51 residuos de aminoacidos (16 aminoacidos). Los aminoacidos
de la insulina estan enlazados en forma de peptidos que constituyen dos
cadenas polipeptidicas: A corta (compuesta por 21 residuos de aminoacidos)y B
larga (30 residuos de aminoacidos) unidas entre si por dos puentes de disulfuro
(-8-S-). También existe un puente disulfuro dentro de la cadena A (figura 2).

La insulina se forma a partir de su precursor la proinsulina (figura 3), bajo la
accién de proteasas.
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FIGURA 2. ESTRUCTURA DE LA INSULINA.
FUENTE: Kahn CR. The molecular mechanism of insulin action.
Ann Rev Med 1985; 36:429-451
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FIGURA 3. ESTRUCTURA DE LA PROINSULINA (SEGUN STEINER)
FUENTE: Kahn CR. The molecular mechanism of insulin action.
Ann Rev Med 1985:36:429-451

La actividad biologica de la proinsulina es aproximadamente el 5% de la actividad de
la insulina. Se considera que el lugar de sintesis de Ila proinsulina es la fraccién
microsdmica de las células beta de los islotes de Largenhans. La transformacién de
la proinsulina en insulina se realiza en el Aparato de Golgi y en los granulos
secretores (18).

La proinsulina circula en la sangre en pequenas cantidades. La accion especifica de
la insulina se relaciona con el aminoécido Cisteina, cuya actividad depende de los
grupos disulfuro (-S-S-). En el hombre, en condiciones normales las necesidades
diarias de insulina son de 50 U, aproximadamente, y el contenido en el pancreas de
un individuo adulto sano es de 150 a 250 U. El nivel sérico de la insulina
inmunoreactiva, en las personas sanas es de 19.8+ 1.01 mU./ml.

La insulina llega al higado a través de la vena porta; se inactiva casi el 50% bajo {a
accién de la insulinasa, parte de la insulina no destruida en el higado se une a las
proteinas y la otra queda en estado libre. Del higado la insulina pasa a la sangre
donde circula en forma libre y unida a proteinas. La proporcién entre estas dos
formas de insulina se determina por el nivel de glucemia; cuando existe hipogiucemia,
predomina la fraccion unida a proteinas y en caso de hiperglucemia predomina la
forma libre. La insulina libre actia sobre todos los tejidos insulinosensibles; la
fraccion unida influye sobre el tejido adiposo, pues en este hay peptidasas que liberan
la insulina de las proteinas. El periodo de la semidesintegracion de la insulina es de
30 minutos. Ademas del higado y el tejido adiposo, la insulina se inactiva en los
muscuios, los rifones y la placenta.

La insulina se secreta mediante un proceso Hlamado emerocitosis, se inicia cuando los
granulos beta se mueven hacia la membrana plasmatica de la célula y la membrana
superficial se fusiona con la membrana celular que al romperse libera el contenido
granular al espacic pericapilar.




Entre los mecanismos que favorecen la secrecion de a insulina tenemos:

a)

b)

c)

La absorcion de nutrientes y su paso a la circulacién sistemética (niveles elevados
de ciertos aminoacidos).

Liberacion de hormonas gastrointestinales (fundamentalmente el péptido inhibidor
de gastrina).

Senales neurogenéticas por la ingestidn de alimentos que ha permitido integrar el
eje entero insular.

El calcio desempefa un papel importante en la liberacidn de la insulina la cual se
secreta junto con el péptido C (a partir de la fragmentacién de la proinsulina a
insulina activa) y una pequefia cantidad de proinsulina libre.

3.4.4.1. ACCION METABOLICA DE LA INSULINA

Las células blanco en donde la insulina ejerce su efecto, poseen receptores
especificos, cuyo sitio activo se encuentra en la membrana externa, de esta
manera, las células del tejido adiposo y del muscular, contienen receptores de
gran afinidad y especificidad para la insulina; a diferencia de otras hormonas
polipeptidicas, la insulina al parecer se une al acido guanosin-3°,5 -fosférico
ciclico (GMPc), que actuaria como el segundo mensajero de la activacion de la
respuesta hormona-receptor, ya que en las células adiposas se observan
incrementos en la concentracidn del GMPc¢ y disminucién en la concentracién de
AMPc. Por otra parte, la insulina aumenta la biosIntesis de triglicéridos a partir de
glucosa y disminuye la hidrolisis enzimatica de lipidos, induce la conversién de la
forma inactiva de la glucogeno sintetasa a su forma activa, intensifica la
glucoquinasa y la fosfofructoquinasa, suprime la formacién de ciertas enzimas de
la glucogénesis (piruvato carboxilasa y la fructosa difosfatasa), favorece la
sintesis protéica y ejerce una accion sobre ia membrana plasmatica de sus
células blanco, lo que permite la entrada no solo de glucosa, sino también de
aminodcidos, lipidos y potasio, asli como la biosintesis de productos
protoplasmaticos y de almacenamiento. El efecto aparente de la insulina cuando
se administra a un mamifero, es una reduccién rapida del nivel de glucosa en
sangre, lo cual se debe, a un aumento del transporte de glucosa desde la sangre
a través del membrana plasmatica de sus células blancas, hasta el espacio
intracelular (20).

3.5. TRASPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS.

3.5.1. GENERALIDADES.

La necesidad de corregir el transtorno en el metabolismo de los carbohidratos,
causa dire.'ta de las lesiones tardias de la diabetes mellitus, sin recurrir al empleo
de hipoglucemiantes orales y/o a la administraciéon de insulina exdgena, ha
motivado el desarrollo del transplante de pancreas y de islotes pancreéticos.

Mediante el transplante completo de pancreas los resultados obtenidos se
aproximan al concepto de curacién: nommalmente se alcanza la independencia
insulinica, es decir el paciente no necesita suministro externo de hormona,
normalizacion de los niveles de hemoglobina A1c, y ausencia de hipogiucemias.
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Sin embargo, con independencia de la técnica quirurgica utilizada, el transplante
completo de pancreas tiene aitas tasas de complicaciones o incluso mortalidad.
Por estos motivos la mayoria de los pacientes con Diabetes tipo 1 no son
candidatos a someterse a un transplante de pancreas, actualmente se acepta que
el transplante de pancreas es una opcién razonable para personas con diabetes y
una afectacién organica severa y progresiva (fallo renal) o inestabilidad
metabdlica muy grave(repetidas hipoglucemias severas inadvertidas).

Como via alterna se ha considerado conveniente obtener, aislar y en algunos
casos purificar los islotes pancreaticos de individuos sanos para trasplantarlos
posteriormente al paciente diabético y asi curar la diabetes insulinodependiente
(trasplante de islotes pancreaticos), pero es importante utilizar un inmunosupresor
que disminuya en gran medida la posibilidad del rechazo (21).

Las técnicas para la obtencion, aislamiento, purificacion y cultivo de islotes
pancreaticos, se desarrollaron a partir de 1965 (Moskalewky), se perfeccionaron
con Lacy (1967) y culminaron con el primer trasplante de islotes pancreéticos en
1970 por Yunoszai. Posteriormente (1980-1984) y para disminuir el potencial
inmunolégico (causa de rechazo) el Dr. A. Sun, microencapsuls los islotes
pancredticos, abriéndose asi una nueva panoramica para el tratamiento de las
diabetes mellitus y/o sus manifestaciones tardias en el hombre (22).

3.5.2. TIPOS DE TRASPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS.

a) Trasplante de islotes aislados de adulto, se basa en la desorganizacion del,
parénquima pancreatico por la introduccién de solucidn salina balanceada
seguida de fragmentacion del tejido pancreatico y con digestion enzimatica
posterior, para separar los islotes de Langerhans del tejido exécrino y
purificarlos mediante un gradiente de densidad. Esta técnica a pesar de no
tener los inconvenientes que se presentan en el transplante de pancreas
total o segmentario, requiere un alto rendimiento de islotes puros lo cual,
hasta nuestros dias no ha podido lograrse por cualquiera de los métodos
existentes para la purificacion de los islotes y en especial de las células
beta secretoras de insulina.

b} Transplante de islotes intactos con pobre secrecion exdcrina (pancreas fetal
o neonatal), mediante esta técnica se obtienen islotes de pancreas con bajo
contenido de enzimas proteoliticas y mayor cantidad de tejido acinar que en
el adulto. No se requiere aislar el tejido exécrino del endocrino. La
desventaja radica en su potencial inmunolégico, aunque la experiencia ha
demostrado que cuando se utilizan tejidos de neonatos o de fetos la
diferenciacion de estos es muy baja, de tal manera, que, la expresion de
sus antigenos de histocompatibilidad no estan lo suficientemente
desarrollados, permitiendo a los receptores reconocerlos como propios y
no como extrafios, manteniéndo viable el transplante con ayuda de una
terapia inmunosupresora minima.

c) Trasplante de pancreas disperso, se obtiene de donadores a los que se les
induce la atrofia exdcrina o al trasplantar pancreas en sitios con mayor
resistencia a la introduccion de enzimas pancreaticas.
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d) Trasplante de islotes microencapsulados, la obtencion de los islotes es
como se describe en el inciso (a), pero tiene la particularidad de que los
islotes una vez purificados son microencapsulados en una membrana
permeable a la glucosa y a la insulina e impermeable a los anticuerpos,
esta membrana no ocasiona reaccion alguna con el organismo receptor, o
que mejora los problemas que ocasionan las reacciones de inmunidad del
receptor hacia la particula extrata ademas, debido a que la membrana es
impermeable a los anticuerpos podrian en un momento dado utilizarse
islotes de diferentes donadores que tuviesen un diferente HLA, siendo
esto de gran provecho no solo para tratar la diabetes sino otras
enfermedades en la que estan involucrado el efectuar un transplante (23).

3.5.3. SITIOS DE ADMINISTRACION DEL TRASPLANTE DE ISLOTES.

Una vez elegida la técnica adecuada para |a obtencion, aislamientos y purificaciéon, es
importante seleccionar el medio de cultivo para los islotes pancreéticos ya que de el
dependera obtener con bajo potencial inmunoldgico a dichos islotes y poder ser
trasplantados a los organismos receptores sin problemas de rechazo, Por tal motivo se
han probado diversos medios de cultivo y se ha encontrada que el medio adecuado
para los islotes pancredticos es el RPMI-1640 complementado con suero fetal de
ternera (0.6 mL), 9 mg. de glucosa, mezcla de antibidticos (estreptomicina-kanamicina)
e incubacién a 24° C bajo una atmodsfera de 95% aire y §% de CO:2 durante 7 dias,
obteniéndose asi los islotes para ser trasplantados. También, es importante
determinar el sitio del implante de estas células, ya que es de suma importancia para
una correcta secrecion de insulina en estados de hiperglucemia. Los sitios que se han
empleado para el transplante de islotes pancreéticos son:

Intraperitoneal.
Cavidad toraxica.
Subcutanea.
Subcapsulares.
Intramuscular.
Esplécnica.
Intratesticular.
Sistema porta.

ONOGOAON

De todos estos sitios se ha demostrado que el sistema porta resulta ser el mas
adecuado para llevar a cabo el implante de islotes ya que se ha observado en estudios
histolégicos la presencia de los islotes en el higado, los cuales son funcional y
estructuralmente normales, sin signos de congestion, fibrosis u oclusién capilar,
ademas las células beta trasplantadas y los hepatocitos se observaron en
yuxtaposicion formando complejos intercelulares, lo cual indica que el sistema porta es
realmente un lugar excelente para la implantacion de los islotes pancreéaticos (24).

3.6. ASPECTOS INMUNOLOGICOS DEL TRASPLANTE.
3.6.1. GENERALIDADES.

Los érganos y tejidos poseen antigenos en su membrana que los diferencia unos a
otros, pero se ha encontrado que diversos érganos poseen antigenos comunes, estos
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antigenos estan fuertemente ligados a los leucocitos y son determinantes de
histocompatibilidad, que junto con los antigenos sanguineos A y B se denominan
antigenos de trasplante (25).

El descubrimiento del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MCH) humano data de
mediados del decenio de 1950 (26), cuando se encontraron por primera vez los
anticuerpos leucoaglutinantes en los sueros de pacientes politransfundidos asi como en
los sueros de 20-30% de las mujeres multiparas. Estcs antigenos participan en la
aceptacidén de los trasplantes de tejido y érganos asociandose con enfermedades
especificas en una elevada proporciéon de casos.

La introduccién de los antigenos HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos) dentro de los
receptores de diferentes grupos de tejidos, induce una respuesta tanto humoral como
celular. También denominados Antigenos de Tejidos, los de histocompatibilidad se
conocen en otras especies como, H-2 en el ratén, RtH-1 & Ag-B en la rata, el locus B
del pollo, RL-A en el conejo, DL-A o sistema del perro y ChlL-a en el chimpancé,
etcétera.

Las enfermedades asociadas con los antigenos HLA tienen diversas caracteristicas
dentro de las cuales destacan:

a)Son de causa y mecanismos fisiopatoldgicos desconocidos, con un patron hereditario
en cuanto a su distribucién pero de penetracion débil.

b)Estan asociados con anormalidades inmunolégicas, y
c)Tienen o no poco efecto sobre la reproduccidn.

La region del HLA se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6 en el hombre y se
divide en 3 subregiones o clases: Clase | que incluye los loci A,C y B; Clase Il que
incluye los loci DP, DQ y DR clase lll que incluye los genes del complemento (27).

Estos genes normalmente se heredan en bloque y se denominan haplotipos HLA, los
productos de dos genes HLA varian de un individuo a otro y son determinantes
primarios, mediante los cuales los injertos extrafios se reconocen y rechazan. Los
antigenos HLA-A y HLA-B, se localizan sobre la mayor parte de las células del
organismo y son inespecificos para cualquier clase de tejido individual, dichos
antigenos se pierden constantemente y se renuevan en {as células nucleadas, en la
figura se esquematiza la regién de HLA en el brazo corto del cromosoma 6 (28).

Clase ll Clase lll Clase |
O1HHFH_FH{H H]
DP DQ DR C2/Cs B C A

FIGURA 4. REGION DEL HLA EN EL BRAZO CORTO DEL CROMOSOMA 6.

FUENTE: Francesco Cucca, et al. The HLA- DPB1- Associated Component of the
IDDM1and its relationship to the major foci HLA-DQB1, DQA1, and DRB1.
Diabetes 2001(50): 1200- 1205.
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3.6.2. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y GENETICAS DEL HLA.

Los antigenos HLA son moléculas protéicas que se adhieren firmemente a la superficie
de casi todas las células, parte de la membrana del antigeno se halla embebida en la
membrana externa de la célula o la atraviesa.

Estos antigenos son glucoproteinas que se detectan y se clasifican por su capacidad
para unirse a anticuerpos especificos, que se forman al inyectar células alogénicas a
un animal para inducir las sintesis de anticuerpos especificos dirigidos contra las
propias moléculas (29).

El sistema HLA es muy complejo por su gran polimorfismo genético, esto debido a que
los genes del sistema se heredan a la manera mendeliana y se comportan como
alelos, unicamente un gene estd presente en cada locus esto es, tres en cada
cromosoma; asi, un par de cromosomas contiene seis genes HLA y cada individuo
tiene seis antigenos, dos de A, dos de B y dos de C (series SD). Se conocen
aproximadamente 60 antigenos de las 3 regiones del conjunto y cada serie puede
contener al menos un antigeno no conocido o denominado "blanco”, esto se
comprueba con el nimero posible de fenotipos que asciende a millones.

La busqueda de los genes de la respuesta inmunolégica en humanos (Ir) fue
estimulada por el reconocimiento de la homologia global del complejo HLA con el
complejo principal de histocompatibilidad en animales y por el hallazgo de que los
equivalentes de la regién HLA-D/DR en animales son los sitios donde se ubican los
genes Ir en humanos. Una evidencia adicional para la existencia de genes Ir en
humanos procede de la susceptibilidad genética a las enfermedades ligadas al HLA
(30).

La tipificacion de los HLA se emplea primariamente para determinar la compatibilidad
HLA antes de un trasplante, para pruebas de paternidad, para estudios antropolégicos
y para asociar los Hl.LA con diversas enfermedades. Inicialmente se utiliz6 para
identificar a donadores y receptores HLA compatibles o parcialmente compatibles para
el trasplante de 6rganos (31).

Existen enfermedades que pueden asociarse con antigenos HLA asi, en la diabetes
mellitus insulino-dependiente su asociacion original descrita en 1974 fue con la Clase |
alelos HLA-BB y B-15, sin embargo, la mejor asociacion definida seroldégicamente con
la diabetes a pesar de que un haplotipo que posea a dichos genes incremento el riesgo
de desarrollar la enfermedad, recientemente se ha descrito que la subregién DQ es el
sitio primario de influencia genética en la predisposicién de ia diabetes insulino-
dependiente (32).

En nuestro pais, se ha encontrado que los haplotipos mas comunes ligados con la
enfermedad son los siguientes: DSR-B8, C4-A+Q0O, DS3-BI8, C4-B+Q0, DR4-BW62,
C4-A3, C4B3, DR4-B44, teniendo como gen de proteccién al DR2 y al DQ-W3 como al
que aumenta la probabilidad de padecer la enfermedad (33).
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3.6.3. INMUNOSUPRESION.

A pesar de que en los trasplantes de 6rganos tanto al receptor como el donador
coincidan en algiinos HLA de cuaiquier clase, se han utilizado inmunosupresores que
permiten prolongar la vida media o funcionalidad del 6rgano trasplantado para
contrarrestar la enfermedad.

Para el estudio de la inmunosupresién se han limitado 3 aspectos importantes que por
si solos representan los tipos de inmunosupresién existentes:

a) Falta de respuesta inmunitaria natural o tolerancia, en donde el
mecanismo de induccion es la tolerancia al auto-antigeno inducida
durante la ontogenia.

b) Falta de respuesta inmunitaria inducida por enfermedad, en donde la
enfermedad por inmunodeficiencia da por resultado intensificacion de!
desarrollo tumoral y con frecuencia infecciones virales, micoticas y
bacterianas.

C) falta de respuesta inmunitaria artificiaimente inducida, el mecanismo
de induccidn es la pardlisis por el antigeno, uso de anticuerpos
especificos (suero antilinfocitico , anti-lg, Ti-1), exceso de anticuerpos
para antigenos especlficos, tratamiento quirirgico ademas de la
terapia hormonal, irradiacion y el empleo de medicamentos
citotoxicos, siendo estos ultimos los que mas empleo y aceptacion
estan teniendo en los tltimos afios (34).

3.6.3.1. MEDICAMENTOS CITOTOXICOS E INMUNOSUPRESION INDUCIDA POR
HORMONAS.

Las propiedades inmunosupresoras de los agentes citotdxicos y de los
corticoesteroides se han definido de estudios en animales, estos agentes son eficaces
en la inhibicién de las respuestas humoral y celular contra toda gama de antigenos de
prueba sin embargo, no inhibe todas las respuestas inmunitarias en igual forma.
Diversos factores se combinan para determinar su potencia con relacion a una
respuesta inmunitaria seleccionada, asi tenemos que una respuesta inmunitaria
primaria se inhibe con mayor facilidad que una reaccién secundaria o anamnésica. Los
medicamentos efectivos en la supresion de una respuesta inmunitaria en un animal no
sensibilizado por lo general muestran poca o nula actividad, dicho objeto también se ha
observado en los enfermos. Por otra parte las etapas de una respuesta inmunitaria
difieren en su susceptibilidad ante los inmunosupresores. Los eventos celulares
asociados con un desafio antigeno pueden subdividirse en dos fases: induccién y
efectora o fase establecida (figura §).
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FIGURA 5. DESARROLLO DE UNA RESPUESTA INMUNITARIA.
FUENTE: Stites DP, Stobo JD, Fudenberg HH, Wells JV. Inmunologia clinica. 2a
edicion. México: Editorial El manual modemo 1981:181-190.

La fase de induccion esta dada por el intervalo entre la sensibilizacién y la generacién
de los efectores inmunizantes finales; se caracteriza por la rapida expansion
proliferativa de las células precursoras, una vez que se han formado los efectores
finales, la reaccion se considera que ha entrado o penetrado a la fase establecida. La
mayoria de los agentes inmunosupresores son efectivos si se emplean inmediatamente
antes del antigeno o durante |a fase de induccion; son mucho menos activos una vez
que la reaccidon ha penetrado la fase establecida, ademas una vez que se ha generado
una poblacidn de linfocitos de memoria, es casi imposible borrar la memoria
inmunolégica (34).

La efectividad de los agentes inmunosupresores en una respuesta primaria depende de
la sincronizacién relativa al desafio antigeno inicial, baséndose en su intervalo efectivo
los agentes inmunosupresores se dividen en 3 grupos:

Grupo |: Los agentes que tienen la maxima actividad inmunosupresora solo si
administran antes del antigeno, son considerablemente menos efectivos si se emplean
después del desafio inmunoldgico. Se incluyen en este grupo: los corticoesteroides, la
radiaciéon y el agente alquilante mecloretamina.

a) Corticoesteroides.- lLas hormonas adrenocorticales se emplean para el
tratamiento de la inmunidad aberrante. Las células linfoideas en el ratdn, rata y
conejo son susceptibles a estas hormonas y la administracion del medicamento
conduce a una destruccién celular pronunciada, como contraste los linfocitos
normales de los caballos y humanos son resistentes a los corticoesteroides y la
terapéutica no provoca linfolisis masiva. El tratamiento con corticoesteroides a
largo plazo es inocuo. En muchos casos la administracion de dosis altas durante
tiempo prolongado causa mayor morbilidad que la misma enfermedad
subyacente.

b) Radiacion. - En los modelos animales de experimentacién la radiacion con rayos
X, ha sido usada desde hace tiempo para suprimir las respuestas inmunitarias o
para el estudio de las células linfocitica requeridas para el desarrollo de las

[ NEOMO 30 YTV
KO? SISAL




18

respuestas inmunitarias. La suma de estas evidencias indica que la mayor parte
de los linfocitos son sensibles a los rayos X. La radiacion induce linfocitopenia
profunda en los érganos linfoides y en la circulacion general y suprime la mayor
parte de las funciones generalizadas en la respuesta inmunitaria.

c) Mecloretamina.- Es un agente alquilante que va a ocasionar una destruccion
celular pronunciada en el periodo inmediato a su administracion, provoca efectos
colaterales graves como son lesién a la médula ésea, al epitelio del sistema
digestivo y las células germinales de las gbnadas.

Grupo ll: Agentes que ejercen propiedades inmunosupresoras sélo s/ se administran en
el periodo inmediatamente después del desafio inmunoldgico. Estos compuestos no
bloquean las reacciones si se emplean antes del antigeno. Los agentes de grupo
incluyen los metabolitos citotéxicos como la mercaptopurina (6-MP) y su derivado la
Azatioprina, los cuales actian mediante inhibicibn competitiva de la enzima para
bloquear la sintesis del acido inosinico, el precursor de los compuestos puricos, acido
adenilico y acido guanidilico. Estos efectos se manifiestan principalmente por una
disminucion en la velocidad de replicacién celular. La combinacion de Azatioprina con
los corticoesteroides constituye la mejor asociacidon de medicamentos que inhiben el
rechazo de trasplante de o¢rganos, esto sin considerar a la actualidad es el
medicamento inmunosupresor de primera eleccion para el transplante de 6rganos.

Grupo lll.- Agentes que muestran actividad inhibitorio si se administran antes o
después de la estimulacion antigénica. Estos medicamentos ejercen su mayor efecto
inmunosupresor después del desafio. la ciclofosfamida es el medicamento principal
en este grupo, es citotoxico y su empleo esta muy extendido en inmunosupresion, tiene
una actividad muy prolongada para las respuestas de anticuerpos humorales, ejerce su
mayor efecto sobre la actividad de los linfocitos B ademas, es especifico del ciclo
mitdtico. La ciclofosfamida no es muy eficaz para prevenir las reacciones del rechazo a
los trasplantes por lo tanto, no se emplea para este proceso.

En la actualidad el uso de los agentes inmunosupresores ha alcanzado gran auge e
importancia en el trasplante de 6rganos, por tal motivo se ha tenido que buscar y
desarrollar un agente inmunosupresor que evite los efectos colaterales y el rechazo de
los trasplantes de 6rganos que ademas, mantengan funcional y estructuralmente los
érganos trasplantados. Asi, a partir de 1978 con la introduccion de la ciclosporina A se
han disminuido considerablemente los efectos que los agentes, inmunosupresores
convencionales provocaban (disminucién en el sistema inmune drasticamente),
considerando también que este farmaco no es citotdxico y que no tiene actividad
antimitdtica ha recibido gran atencion e importancia siendo ya, el agente
inmunosupresor de primera eleccién a utilizar en el caso de los trasplantes.

La ciclosporina A es un producto extraido de dos especies de hongos que son:
Cylindrocarpum lacidum y Tolypocladium inflatum, con un potente efecto
inmunosupresor su empleo se inicio con el trasplante renal utilizando tejidos de
cadaveres con resultados impresionantes ya que los tejidos se mantuvieron en los
receptores en buenas condiciones y sin evidencia de rechazo durante largo tiempo lo
que hizo de la ciclosporina A el medicamento adecuado para los trasplantes (36).

El trasplante de tejidos es una reaccién compleja que involucra la produccion de la
Interleucina | por parte de los macréfagos que estimula a los Linfocitos T cooperadores,
estos linfocitos a su vez producen la Interleucina Il que permite el desarrollo de los
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productores de anticuerpos. Los macrofagos y los Linfocitos T citotoxicos acttian sobre
las ‘células - trasplentadas para rechazarlas junto con factores humorales como el
Interferon. - La ciclosporina A inhibe la produccién de los Linfocitos T cooperadoresy la
_produccion de Interleucina |1, bloqueando la secuencia total del rechazo (figura 6).
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FIGURA 6. SITIOS PROBABLES DE ACCION DE LA CICLOSPORINA A.
FUENTE: Nogueira HJ. Cyclosporine: Development and clinical pharmacology. Dyalisis

3.7.

3.7.1.

and Transplantation 1985; 14(9):539-540.

En la actualidad se ha observado, que la aceptacidn de aloinjertos es mayor en
animales y humanos si se administra en forma continua la Ciclosporina A (36).
En conliaste con otros agentes inmunosupresores, la Ciclosporina A produce
inhibicién reversible y selectiva sin suprimir la hematopoyesis.

La ciclosporina A es una droga que tiene varios inconvenientes para su uso ya
que es nefrotdxica en mayor proporciéon que los demas inmunosupresores
usados sin embargo, si se emplean cantidades minimas adecuadas que
permitan tener inmunosupresion no se produce dafio alguno; también, la
hepatoxicidad es un signo caracteristico cuando se emplean dosis altas de la
ciclosporina asi como también Iz hipertrofia de encias, temblor, hiperestesia,
susceptibilidad al linforna e hirsutismo; a pesar de ello, es el farmaco que se
emplea para mantener funcional y estructuralmente &ptimos los tejidos
trasplantados (37).

NEFROPATIA DIABETICA.
GENERALIDADES.

La nefropatia diabética es una entidad patoldgica multifacética que va desde
cambios continuos hipertroficos renales hasta estados de avanzada distorsion
estructural del glomérulo, vasculatura renal, intersticios y tabuios, lo que se
traduce clinicamente en proteinuria, hipertension y disminucién de la velocidad
de filtracion glomerular., La nefropatia representa una glomerulopatia muy
avanzada con expansion mesangial que restringe la filtracion capilar
glomerular superficial y el volumen luminal, estimulado mecanismos analogos
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glomerular superficial y el volumen luminal, estimulado mecanismos analogos
que dan por resultado una reduccion compensatorio en el nimero de nefronas
sin embargo, estos mecanismos compensatorios inducen alteraciones en la
hemodinamica glomerular que mantiene la filtracion glomerular y como
consecuencia produce el dano renal que es especifico de la diabetes mellitus
(39)

3.7.2. ESTADIOS DE LA NEFROPATIA DIABETICA.

3.7.3.

En !a diabetes mellitus los dafos estructurales y funcionales del rindn se han
dividido en cinco estadios a saber:

a) Estadio 1. Se caracteriza por hiperfuncion e hipertrofia del riflon, estos
cambios se establecen desde el diagnostico de la enfermedad y progresan con
la evolucion de la diabetes. Es caracteristico de este estadio la excresién
urinaria de albumina que se agrava durante el ejercicio fisico. Estos cambios
son reversibles con el buen control de la enfermedad.

b) Estadio 2. Se desarrolla silenciosamente durante muchos afos y se
caracteriza por lesiones morfolégicas sin signos de enfermedad. Sin embargo,
pruebas de funcionamiento rena! y cortes histolégicos la ponen de manifiesto.
Durante un buen control de la diabetes, la excresion de la orina es normal, pero
el ejercicio fisico desenmascara esta anormalidad. Un ndmero
considerablemente bajo permanece en este estadio durante toda su vida.

c) Estadio 3. Se denomina de nefropatia incipiente o prenefropatia ya que es el
comienzo de la nefropatia diabética. Existen manifestaciones claras de darno
renal como son la cantidad en la excresion de albimina en orina, hipertensiéon
arterial y aumento de la filtracién glomerular. Ei tratamiento hipertensivo en esta
fase es bajo observacién usando la prueba del ejercicio fisico.

d) Estadio 4. Se manifiesta por proteinuria persistente (0.5 g. / 24 h.), cuando se
asocia ademas un aumento en la presion sanguinea es practicamente incurable;
la funcién renal es practicamente nula. El tratamiento antihipertensivo reduce la
caida de la velocidad de filtracion glomerular en un 60% y pospone la uremia.

e) Estadio 5. Es el estado fina! de |la nefropatia diabética con uremia franca, se
presenta en aproximadamente el 90% de los pacientes insulino-dependientes y
es causa de muerte del paciente.

EFECTO DEL TRASPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS SOBRE LA
NEFROPATIA.

Al inducir la diabetes melliitus en ratas, éstas desarrolian la glomeruloesclerosis
nodosa intracapilar caracteristicas de la nefropatia diabética (sindrome de
Kimmelstiel-Wilson). El trasplante de islotes pancreaticos previenen e incluso
revierte (en estadios tempranos) las lesiones de la nefropatia lo cual se
demuestra por estudios histopatolégicos y de laboratorio. El trasplante de islotes
pancredticos en el cuarto estadiode la enfermedad puede revertir y/o prevenir el
desarrolio de la misma a la etapa final, lo cual conlleva a la disminucién en las
tasas de mortalidad y proporciona al paciente diabético nefrépata un mejor nivel
de vida.
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Para el quinto estadio el trasplante de islotes pancreaticos practicamente no
tiene efecto ya que el rifidn ha perdido su funcion recomendandose en este
caso, el trasplante renal y el de islotes.

En la actualidad, se ha microencapsulado los islotes pancreaticos como una
alternativa para evitar el rechazo y disminuir a la vez el indice de mortalidad. Es
recomendable por otra parte, realizar el trasplante de islotes en estadios
tempranos de nefropatia para revertir y evitar que progrese el dafio renal.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En virtud de que la diabetes mellitus es un padecimiento de etiologia muitiple cuya
prevalecencia y numero de casos se incremento aito con aio y debido a que el emplec
de la insulina no ha resultado ser efectivo en su tratamiento, permitiendo el incremento
de las tasa de morbilidad y mortalidad asi como las complicaciones secundarias a la
misma en nuestro pais, nos hemos motivado a implementar y desarrollar a nivel
experimental el trasplante de islotes pancreaticos en modelo de ratas singénicas, de
forma tal, que nos permita familiarizarnos con la metodologia, obtener un mejor
conocimiento de la diabetes mellitus, la nefropatia diabética y del efecto del trasplante
de islotes pancreaticos en dichas entidades.



5. FUNDAMENTACION DEL PROYECTO.

Debido a que la diabetes mellitus insulino-dependiente es una enfermedad autoinmune
que se caracteriza por la produccién de autoanticuerpos que destruyen las células beta
del pancreas secretoras de insulina que ha ocasionado en nuestro pais, un incremento
considerable en los indices de morbilidad y mortalidad representando el 1.5% de los
pacientes diabéticos, y que ademas la insulina administrada por via exégena no ha sido
eficaz para el tratamiento de |a diabetes y para la prevencioén de sus complicaciones
tardfas, nos proponemos en este estudio el corregir el transtorno en el metabolismo de
los carbohidratos sin recurrir al empleo de hipoglucemiantes orales y/o a la
administracion de insulina exégena asi como a prevenir las complicaciones tardias de
la enfermedad mediante el trasplante de islotes pancreaticos, de tal manera que
estableciendo la metodologia y sitios adecuados para efectuar el trasplante se
resolvera en este modelo experimental, el transtorno en el metabolismo de los
carbohidratos, asi como prevenir y en su caso revertir las complicaciones secundarias
de la enfermedad como lo es la nefropatia, encontrando asi una ruta altema que nos
ayudara a otorgar un tratamiento y control efectivo de la enfermedad.
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6. HIPOTESIS.

El trasplante singénico por via intraportal de islotes pancreaticos en ratas con diabetes
inducida normaliza la glucemia y consecuentemente previene y revierte las lesiones
renales secundarias al descontrol metabalico.
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7. OBJETIVOS.

Implementar la metodologia del trasplante de islotes pancreaticos mediante un

modelo experimental en ratas.
. Revertir el estado diabético inducido farmacoldgicamente en ratas, mediante el

trasplante de islotes pancreaticos.
. Demostrar y evitar las lesiones renales secundarias a la diabetes mellitus y el efecto

que el trasplante de islotes pancreéaticos ejerce sobre ellas.
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METODOS.

OBTENCION DEL TEJIDO PANCREATICO.

Para esta etapa se requirieron 40 ratas Sprague-Dawley de 2 meses de edad,
singénicos, machos y peso aproximado a 200 g

Se sacrificaron en una cadmars de cloroformo las ratas Sprague Dawley
singénicas, se diseco por planos la pared abdominal hasta exponer el conducto
biliar comun, cerca del ileo hepatico. para obturar el extremo distal de dicho
conducto cerca de su desembocadura en e} duodeno, en el extremo proximal
del conducto, se realizé una incision pequea por donde se perfundieron a
través de un catéter 20 mL de solucidon de Hanks fria para distender el tejido
pancreatico exécrino; el pancreas distendido se removio y se deposité en una
caja petri con solucién de Hanks fria lavandose en 3 ocasiones para
posteriormente fragmentario con tijeras en trozos de 1 a 2 mm.

AISLAMIENTO DE ISLOTES PANCREATICOS.

El pancreas fragmentado se colocd en tubos de vidrio con tapa de baquelita
estériles en presencia de Colagenasa tipo [V (Sigma) a una concentracion de
1000 U/mL y un volumen equivalente a la mitad del ocupado por el tejido
pancreatico; se agitd durante 6 minutos en bafio maria a 37° C, enseguida se
agregaron 8 mL de solucidén de Hanks fria para detener la accion enzimatica
procediendo a retirar los tubos Jel bafio maria, se separaron los islotes por
sedimentacion y se colocaron en tubos de vidrio con tapén de vidrio estériles
en hielo, este procedimiento se repite 2 veces mas con el sedimento de la
primera digestion, variando las concentraciones de colagenasa a 500 U/mL y
250 U/mL con agitacién e incubacién de 1 minuto.

PURIFICACION DE ISLOTES PANCREATICOS.

El paquete con los islotes obtenidos por digestion enzimatica se pasd por un
gradiente de densidad (Ficoll-Hypaque) con una densidad de 1.075 g/mL
contrifugandose a 800 g durante 10 minutos tiempo al cual, se separé la banda
de islotes ya purificados (aproximadamente 400 islotes por rata).

CULTIVO DE ISLOTES PANCREATICOS.

Los islotes ya purificados se cultivaron en medio RPMI-1640, complementado
con 0.6 mL de suero fetal de ternera, una mezcla de antibidticos
(Estreptomicina-Kanamicina) y 9 mL de glucosa, incubando a 24° C bajo una
atmoésfera de 95% aire y 5% de CO02. durante 7 dias, con el objeto de disminuir
el potencial inmunoldgico (40) de los islotes pancreaticos (leucocitos-viajeros).
La viabilidad de los islotes se verific6 mediante microscopla de luz y prueba de
permeabilidad con azul de tripano.

INDUCCION DE LA DIABETES MELLITUS.

Para esta etapa se requirieron 30 ratas Sprague-Dawley de 2 meses de edad,
singénicos, machos y peso aproximado de 200 g.

A cada una de las ratas Sprague-Dawley singénicas se les administré previa
determinaciéon de glucosa en ayuno de 18 horas, 2 dosis de aloxana siendo
cada una de ellas, el 75% de la dosis total reportada por el Dr. Lacy et al (41),
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que es de 43.5 mg/kg de peso, aplicandose la segunda dosis 3 dias después
de la primera via intravenosa (vena del pene) ademas de administrar por via
intraperitoneal 2 mL de glucosa al 30%. La confirmacion de la diabetes se
realizé, mediante las cifras de gl.cosa determinadas durante 20 dias, también
se descarto la existencia de daiio renal por la busqueda de la lesion glomerular
en biopsis tefidas con Hematoxilina-Eosina y P.A.S.(Acido Peryodico-Schiff).
Se seleccionaron como candidatos a trasplante de islotes aquellas ratas sin
evidencia de dafo renal y cuyos valores de glucosa fueron mayores o iguales a
400 mg/dL (Glucometer !l y/o con tira reactiva Dextrostix ll-Ames), también
fueron eliminadas del estudio nquellas ratas que murieron a causa de la misma
diabetes, por infecciones 6 infestaciones.

TRASPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS.

Cada rata diabética y sin evidencia de lesidon renal se anestesié con
cloroformo, se incidié la pared abdominal por planos hasta exponer la vena
porta a través de la cual, se perfundieron los islotes pancreaticos
(aproximadamente 800), al final se suturd la pared abdominal por planos, se le
administro ciclosporina A como inmunosupresor por via intraperitoneal
(5mg/Kg. de peso), y 2 mL de Penicilina G procaina por via intramuscular,
colocando a cada una de las ratas trasplantadas en jaulas metabdlicas para su
evaluacion posterior.

El éxito o rechazo del trasplante se evalud mediante la determinacién de
glucosa en sangre, considerdndolo exitoso, cuando los valores de glucosa
sanguinea descendieron a valores normales. Las ratas trasplantadas se
dejaron evolucionar en forma espontaneay se realizaron biopsias renales cada
mes durante 4 meses para valorar el efecto del trasplante de islotes
pancreaticos sobre la prevencion del desarrollo de la nefropatia diabética.

NEFROPATIA DIABETICA Y TRASPLANTE DE ISLOTES.

Para esta etapa se requirieron 20 ratas Sprague-Dawley de 2 meses de edad,
singénicos. machos y peso aproximado a 200 g.

A cada una de las ratas se les indujo la diabetes como se indica en el punto
8.5., dejandolas evolucionar hasta tener evidencia de la nefropatia por
proteinuria e identificacion de las lesiones glomerulares por microscopio de luz.
Se realizaron tinciones con Hematoxilina-Eosina para evaluar las lesiones
glomerulares y tinciones con P.A_ S. para evaluar el mesangio y las membranas
basases del ovillo glomerular. La obtencién de este material fue por biopsia
renal a cielo abierto.
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8.8. DIAGRAMA DE FLUJO

TRASPLANTE SINGENICO DE ISLOTES PANCREATICOS EN RATAS CON
DIABETES INDUCIDA Y NEFROPAT'A T
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RESULTADOS.

OBTENCION, AISLAMIENTO, PURIFICACION y CULTIVO DE ISLOTES
PANCREATICOS.

Los islotes pancreaticos se obtuvieron, aislaron, purificaron y cultivaron
mediante los métodos ya descritcs, obteniéndose un rendimiento aproximado
de 400 islotes porrata. La viabilidad se verificdb mediante microscopia de luz y
tincion con hematoxilina-eosina (observandose a los islotes pancreéaticos con
granulos de color azul solubles en alcohol) fotos 2 y 3, asi como por
permeabilidad con azul de tripano

INDUCCION DE LA DIABETES MELLITUS.

La induccién del estado diabético se realizé farmacoldégicamente utilizando
aloxana de acuerdo al método descrito.

Las ratas presentaron hiperglucemia a las 72 horas de administrada la segunda
dosis de aloxana, el estado diabético se mantuvo durante 20 dias con cifras
semicuantitativas mayores o iguales a 400 mg/dL de glucosa(comprobacion
contra grupo control, grafica 1 y 2) y se mantuvo mediante la administracién de
3u de insulina intermedia cada 24 horas hasta que se efectud el transplante el
dafio renal se descarto mediante biopsias tedidas con hematoxilina-eosina y
P.AS. (fotos 4y5)

TRASPLANTE DE ISLOTES PANCREATICOS.

El trasplante de islotes pancreaticos obtenidos, aislados, purificados y
cultivados (800 aproximadamente por rata receptor), se realizd por via porta
(ver método), en aquéllas ratas que presentaron cifras de glucosa
semicuantitativas mayores © iguales a 400, mg/dL durante 20 dias
consecutivos, observandose (yrafica 3 y 4) disminucién paulatina de la glucosa
sanguinea a partir del tercer dia de trasplante hasta normalizarse y permanecer
euglucémicas durante 120 dias (valores normales de glucosa sanguinea en
ratas Sprague-Dawley 95-117 mg/dL de glucosa). EI dafo renal post-
trasplante se descartd a los 2 y 4 meses mediante biopsias tedidas con
hematoxilina-eosina y P.A.S. (fotos 6 y 7). En la grafica 5 se resume todo el
proceso de la induccidn, mantenimiento del estado diabético, trasplante de
islotes pancreaticos y la normalizacién de los niveles de glucosa sanguinea.

NEFROPATIA DIABETICA.

La nefropatia diabética se obtuvo al dejar evolucionar espontaneamente
(durante 6 meses) la diabetes mellitus inducida con aloxana en 20 ratas
Sprague-Dawley machos de 2 meses de edad, y peso aproximado a 200 g,
realizando determinaciones de glucosa en sangre (alrededor de 400 mg/dL
semicuantitativo), proteintria a los 3 meses con cifras de 220 mg/24 horas
(normal 9.0 mg/24 horas), y posteriormente a los 5§ meses con cifras de 450
mg/24 horas, los niveles de albimina en orina fueron de 120 mg/24 horas a los
3 meses (normal 4.0 mg/24 horas) y 260 mg/24 a los 5 meses, datos que nos
muestran una nefropatia franca, ademas de que se realizd el estudio
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histopatoldgico en 2 ratas sacrificadas a los 3 meses de evolucidn espontanea
de la diabetes inducida, encontrandose lesiones compatibles con la nefropatia
incipiente (estadios 1 a 3 de clasificacion de Mogensen, et al.) (48), donde
ademas se aprecia la expansién mesangial y alteraciones en las membranas
basases asi como lesiones glomerulares en las tinciones con P.AS. y
hematoxilina-eosina (fotos 8 y 9); a los 4 y medio meses se sacrificaron
nuevamente 2 ratas encontrando lesiones caracteristicas de los estadios 3y 4
en los cuales la congestién renal se acentua en mayor proporcién (fotos 10 y
11) y finalmente, a los 6 meses se sacrificaron 2 ratas que presentaron
lesiones correspondientes al estadio 5, observandose la autolisis del rifény la
produccion de glomerulonefritis, sin embargo, no se ha visto como en el
hombre la glomeruloesclerosis tipica de la nefropatia (fotos 12, 13, y 14).

Desafortunadamente no se realizd el trasplante de islotes en ratas con
nefropatia debido a las malas condiciones del bioterio, en el que era dificil
mantener las ratas libres de infecciones e infestaciones.
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CONCENTRACION DE GLUCOSA SANGUINEA EN RATAS CON
DIABETES INDUCIDA POR ALOXANA POST-TRANSPLANTE DE
ISLOTES PANCREATICOS (800 ISLOTES/RATA ) GRAFICA 3
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FOTO 2. ISLOTES PANCREATICOS CULTIVADOS (HEMATOXILINA-EOSINA)
AUMENTO 100X. RATAS SPRAGUE-DAWLEY

FOTO 3. ISLOTES PANCREATICOS CULTIVADOS (HEMATOXILINA-EOSINA)
AUMENTO 100X. RATAS SPRAGUE-DAWLEY
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FOTO 4. CORTE HISTOLOGICO DE RINON SIN ALTERACION EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA (HEMATOXILINA-EOSINA)
AUMENTO 100X.

FOTO 5. CORTE HISTOLOGICO DE RINON SIN ALTERACION EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA (ACIDO PERYODICO-
SCHIFF) AUMENTO 100X.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




38

FOTO 6. CORTE HISTOLOGICO EN RINON SIN ALTERACION EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA POST-TRASPLANTADA
(HEMATOXILINA-EOSINA) AUMENTO 100X.

FOTO 7. CORTE HISTOLOGICO DE RINON SIN ALTERACION EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA POST-TRASPLANTADA
{ACIDO PERYODICO-SHIFF) AUMENTO 100X.
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FOTO 8. CORTE HISTOLOGICO DE RINON, EXPANSION MESANGIAL Y
ALTERACION EN MEMBRANAS BASALES EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY
CON DIABETES INDUCIDA DE 3 MESES DE EVOLUCION ESPONTANEA
(ACIDO PERYODICO-SHIFF) AUMENTO 100X.

FOTO 9. CORTE HISTOLOGICO DE RINON, EXPANSION MESANGIAL Y
ALTERACION EN MEMBRANAS BASALES EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY
CON DIABETES INDUCIDA DE 3 MESES DE EVOLUCION ESPONTANEA
(HEMATOXILINA-EOSINA) AUMENTO 100X,
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FOTO 10. CORTE HISTOLOGICO DE RINON CON CONGESTION RENAL EN
RATAS SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA DE 4 Y MEDIO
MESES DE EVOLUCION ESPONTANEA (ACIDO PERYODICO-SCHIFF)
AUMENTO 100X.

FOTO 11. CORTE HISTOLOGICO DE RINON CON CONGESTION RENAL EN
RATAS SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA DE 4 Y MEDIO
MESES DE EVOLUCION ESPONTANEA (HEMATOXILINA-EOSINA)
AUMENTO 100 X.
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FOTO 12. CORTE HISTOLOGICO DE RINON CON AUTOLISIS EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA DE 6 MESES DE
EVOLUCION ESPONTANEA (HEMATOXILINA-EOSINA) AUMENTO 100X,

FOTO 13. CORTE HISTOLOGICO DE RINON CON AUTOLISIS EN RATAS
SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA DE 6 MESES DE
EVOLUCION ESPONTANEA (HEMATOXILINA-EOSINA) AUMENTO 100X.
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3TO 14. CORTE HISTOLOGICO DE RINON CON GLOMERULOESCLEROSIS EN
RATAS SPRAGUE-DAWLEY CON DIABETES INDUCIDA DE 6 MESES DE
EVOLUCION ESPONTANEA (HEMATOXILINA-EOSINA) AUMENTO 100X.
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10.  DISCUSION DE LOS RESULTADOS. CVALLA TR f’“‘”“*’N

El modelo famacolégico de la diabetes mellitus insulino‘dependiente con aloxana en
rata Sprague-Dawley nos permitié valorar efecto que tiene el trasplante de islotes
pancreéticos sobre dicha enfermedad.

Asl tenemos que, la obtencion de ios islotes pancreaticos fue posible a pesar de no
lograr aislarlos en forma pura por medio de gradiente de densidad con el Ficoll-
Hypaque ya que se obtiene ademas, tejido exocrino y tejido conectivo sin digerir por la
colagenasa tipo IV. Actualmente no se han obtenido los islotes pancreaticos
totalmente puros con las técnicas existentes sin embargo han servido bajo terapia
frimunosupresora. Dentro de las técnicas de cultivo se encontré que la atmobsfera de
95% aire y 5% COz2 para los islotes pancreéaticos constituia la mayor forma de disminuir
los leucocitos viajeros (leucocitos K) y poder trasplantar los islotes pancreaticos sin
problema alguno.

La induccién del estado diabético farmacolégicamente en ratas fue posible mediante la
administracion de dos dosis de aloxana cada tercer dia siendo cada una de éstas el
75% de la dosis reportada por la literatura (43.5 mg/kg peso). El estado diabético se
mantuvo bajo terapia insulinica (3U cada 24 horas) evitando asl la muerte de los
animales por cetoacidosis, permitiéndonos de esta forma obtener y establecer el
modelo de diabetes en ratas para llevar a cabo el trasplante de islotes pancreaticos.

Una vez que obtuvimos los islotes pancreaticos cultivados y viables, asi como los
animales de estudio con cifras de glucosa que nos indicaron una diabetes franca,
efectuamos los trasplantes de islotes pancreaticos midiendo el efecto regulatorio que
ejerce sobre los niveles de glucosa sanguinea y el establecimiento inmediato de un
estado de euglucemia al cuarto dia, lo que demuestra que e! trasplante de islotes
pancredticos normaliza la glucosa sanguinea en las ratas con diabetes mellitus
inducida farmacoldégicamente ademés, de que previene el desarrollo de las
complicaciones renales tal como lo demostré el estudio histopatolégico.

Cabe seflalar que se administro ciclosporina A como irimunosupresor durante los
primeros dias post-trasplante con el objeto de evitar cualquier signo de rechazo (a
pesar de ser un trasplante singénico) suspendiéndose esta terapia 5 dias después del
trasplante sin ocurrir rechazo posterior.

En cuanto a la nefropatia diabética desafortunadamente nos fue imposible valorar el
efecto que el trasplante de islotes pancreaticos ejerce sobre dicha patologia, ya que no
conseguimos obtener un numero considerable de ratas con esta enfermedad sin
embargo, con algunos animales nos fue posible el identificar las Iesiones
caracteristicas de la nefropatia, asi tenemos evidencias mediante cortes histologicos
teiidos con Hematoxilina-Eosina y P.A.S. de los estadios 1, 2, 3, 4 y 5 pero, es dificil
mantener a los animales entre los estadios 4 y 5 aun bajo terapia insulinica (insulina
intermedia y rapida) ya que los animales mueren, probablemente debido la las malas
condiciones del bioterio que propiciaron el desarrollo de las infecciones respiratorias
que se vieron disminuidas al administrar antibiéticos (Kanamicina) al agua sin embargo,
la sobrevida de los animales no aumentd considerablemente.
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Estos resultados nos muestran que las ratas con diabetes mellitus inducida
farmacolégicamente y con evolucion espontanea a nefropatia, presentan los mismos
signos caracteristicos que el hombre, lo que permitird valorar con gran significancia el
efecto que tiene el trasplante de islotes pancreaticos sobre la nefropatia en sus
diferentes estadios, ya que al menos se demostrd que tiene un efecto preventivo pero
aun no en estadios en que el dafio renal es reversible




CONCLUSIONES.

Es posible obtener los islotes pancredticos de las ratas para ser cultivados y
disminuir asi su potencial inmunolégico para trasplantarios.

El estado diabético se logré mediante la administracidén de aloxana en 2 dosis,
siendo cada una de ellas de 32.62 mg/kg de peso, administrdndose la segunda
dosis tres dias después de la primera, manifestandose en las ratas cifras de
glucosa mayores ¢ iguales a 400 mg/dL de glucosa ’

Es necesario mantener a las ratas con cifras de glucosa mayores 6 iguales a
400 mg/dL para evitar su muerte por cetoacidosis, esto se logré administrando
insulina intermedia (3U) cada 24 horas.

Al realizar el trasplante de islotes pancreaticos a las ratas con diabetes mellitus
inducida con aloxana, se logré revertir este estado manteniendo la euglucemia
y previniendo asl el desamollo de las complicaciones taidias de la nefropatia
(Estadios 1,2,3,4y 5).

El empleo de Ciclosporina A favorece la aceptacion de los islotes pancreaticos
trasplantados evitando los fenémenos de rechazo a pesar de solo administraria
por § dias post-trasplante.

En este modelo singénico, la nefropatia desarrollada en ratas con diabetes
mellitus inducida farmacolégicamente produce las mismas lesiones que en el
hombre pero, su evolucion es mas rapida, lo que favorece un alto porcentaje de
mortalidad, resultando imposible valorar el efecto que ejerce el trasplante de
islotes pancreaticos sobre esta patologia. Sin embargo, se identificaron y
evaluaron los estadios caracteristicos de la enfermedad, logrando asi tener un
conocimiento mas amplio de éstos.

Una vez que en este modelo se mantenga la sobrevida de las ratas con las
lesiones caracteristicas de la nefropatia, se propone lievar a cabo el trasplante
de islotes pancredticos para evaluar el efecto que tiene (revisiébn y control)
sobre las mismas.
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